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NAKAZAWA, M.M. Aproveitamento de glicerol para a produção de biogás ou 1,3-
propanodiol em reator UASB. Tese (Doutorado) – Universidade Federal de Pernambuco, 
Recife, 2015. 
 
No presente estudo o aproveitamento de glicerol através de processos anaeróbios para geração 
de subprodutos de valor foi analisado de duas maneiras. Em um primeiro momento foi 
avaliado o uso de glicerol bruto proveniente da produção de biodiesel como substrato para 
produção de biogás em um reator anaeróbio de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB) em 
escala de bancada durante o período experimental de 280 dias. O reator foi operado sob 
cargas orgânicas volumétricas variando entre 0,50 e 8,06 kg DQO/m³·d. Como resultados, 
foram alcançadas eficiências médias de remoção de DQO de 89% e valores de conversão de 
metano (CH4) de 68%. A produção média de CH4 foi igual a 0,25 L-CH4/g DQO. Os perfis 
das bandas de DGGE dos domínios Bacteria e Archaea sugerem poucas mudanças na 
comunidade microbiana durante a operação do reator. Na segunda etapa da tese, 13 variáveis 
foram avaliadas através do design experimental de Plackett-Burman visando definir a 
composição adequada do meio de cultivo para a produção de 1,3-propanodiol (1,3-PDO) e/ou 
hidrogênio. Em seguida, dois reatores UASB foram operados usando-se glicerol analítico 
como substrato. O rendimento máximo de 0,8 mol 1,3-PDO/mol glicerol consumido foi 
alcançado, após a adição de bicarbonato de sódio aos reatores. Como produtos secundários 
foram produzidos propionato e acetato. Análises de ecologia microbiana demonstraram a 
baixa diversidade presente no lodo granular do inóculo e das fases operacionais finais da 
operação dos reatores. 
 










NAKAZAWA, M.M. Aprovechamiento de glicerol para la producción de biogás o 1,3- 
propanodiol mediante reactor UASB. Tesis (Doctorado) – Universidad Federal de 
Pernambuco, Recife, 2015. 
 
En este estudio se analizó el aprovechamiento de glicerol mediante procesos anaerobios 
mediante dos enfoques diferentes. En una primera etapa se evaluó el uso de glicerol bruto 
generado en la producción de biodiesel como sustrato para la producción de biogás mediante 
un reactor anaerobio de manto de lodo con flujo ascendente (UASB) en escala de laboratorio 
durante un período de 280 días. El reactor operó con cargas orgánicas volumétricas que 
variaban entre 0,50 y 8,06 kg DQO/m³·d. Como resultado, la eficiencia media de remoción de 
DQO fue de 89% y la conversión media en metano (CH4) fue del 68%. La producción de CH4 
fue igual a 0,25 L-CH4/g DQO. Los perfiles de las bandas de DGGE de los dominios Bacteria 
y Archaea sugieren pocos cambios en la comunidad microbiana durante el funcionamiento del 
reactor. En la segunda etapa de la tesis, se evaluaron 13 factores mediante el diseño 
experimental de Plackett-Burman con el fin de definir la composición adecuada del medio de 
cultivo para la producción de 1,3-propanodiol (1,3-PDO) y/o hidrógeno. Con posterioridad, se 
operaron dos reactores UASB utilizando glicerol analítico como sustrato. El rendimiento 
máximo de 0,8 mol 1,3-PDO/mol glicerol consumido se logró tras la adición de bicarbonato 
de sodio a los reactores. Como subproductos secundarios se produjeron propionato y acetato. 
El análisis de la ecología microbiana de los reactores demostró baja diversidad presente en el 
lodo granular del inóculo y de las fases operativas finales de los reactores. 
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Capítulo 1 – Introdução geral 
 
Glicerol, glicerina ou 1,2,3-propanotriol, é um líquido viscoso incolor, inodoro, com um 
sabor doce, derivado de matérias-primas naturais ou petroquímicas. O glicerol é uma 
substância química versátil e valiosa, uma vez que constitui ou faz parte do processamento de 
vários produtos alimentares, cosméticos, produtos de higiene pessoal e medicamentos. O 
glicerol serve ainda como umectante, edulcorante, solvente ou conservante (PAGLIARO & 
ROSSI, 2010). 
O glicerol derivado de fontes naturais é obtido hidrolíticamente a partir de gorduras 
animais e óleos vegetais durante a fabricação de ácidos graxos e de sabão, e por 
transesterificação durante a produção do biodiesel. O glicerol produzido a partir de usina de 
biodiesel é normalmente referido como glicerol bruto. Produtores de biodiesel em grande 
escala refinam o glicerol bruto produzido em suas instalações e o vendem para as indústrias 
de alimentos, farmacêuticas e químicas. Os pequenos produtores, porém, não podem arcar 
com o alto custo da purificação, e enfrentam problemas de disposição ou para encontrar uma 
utilização viável do glicerol bruto (THOMPSON & HE, 2006). 
Uma vez que o glicerol bruto é gerado continuamente pela indústria de biodiesel (10 kg: 
1 kg biodiesel:glicerol bruto), surge a necessidade urgente de novas tecnologias comerciais 
para absorver o volume excessivo. De acordo com Pagliaro e Rossi (2010), o glicerol será a 
matéria-prima essencial das biorefinarias – instalações que utilizam a conversão de biomassa 
para produzir combustíveis, energia e produtos químicos. Assim, para tornar as usinas de 
biodiesel mais rentáveis, é desejável converter o glicerol em um produto com preço de venda 
mais elevado e que tenha um grande mercado para absorvê-lo (JOHNSON & TACONI, 
2007). 
A conversão biológica de glicerol pode produzir produtos com maior valor agregado. O 
glicerol pode ser degradado por meio do processo de digestão anaeróbia, resultando na 
produção de um biogás composto principalmente de metano e dióxido de carbono. Outra 
opção promissora para a conversão biológica de glicerol está na sua fermentação, visando à 
produção de 1,3-propanodiol (1,3-PDO) e outros co-produtos, incluindo ácido acético, ácido 
butírico, etanol e hidrogênio (H2). 
Partindo-se das premissas citadas acima, esse trabalho se baseou na necessidade de 





como principal substrato em processos anaeróbios e seu potencial para produção de biogás e 







Capítulo 2 – Revisão da literatura 
2.1 Biodiesel 
O termo biodiesel aplica-se a combustíveis de origem biológica, geralmente produzidos 
por esterificação (ésteres metílicos ou etílicos) de ácidos graxos derivados de óleos vegetais 
(oleaginosas) ou de gorduras animais. É utilizado como combustível, geralmente misturado a 
produtos de refino de petróleo, em vários tipos de máquinas ou para gerar calor (BRASIL, 
2013; MEHER et al., 2006; YUSUF et al., 2011). 
A produção mundial de biodiesel cresceu enormemente. Em 2009, a produção mundial 
foi de 15 bilhões de litros, dos quais 49,8% estavam na Europa. Em 2014, a capacidade de 
produção europeia estimada foi de 23 milhões de toneladas (EBB, 2015). No Brasil, a Lei nº 
11.097, publicada em 13 de janeiro de 2005, introduziu o biodiesel na matriz energética 
brasileira, sendo fixado em 5% em volume o percentual mínimo obrigatório de adição de 
biodiesel ao óleo diesel comercializado (BRASIL, 2005). Dessa forma, o país se estabeleceu 
como um dos maiores produtores e consumidores de biodiesel do mundo, com uma produção 
anual, em 2013, de 2,9 bilhões de litros e uma capacidade instalada para produzir cerca de 7,9 
bilhões de litros (BRASIL, 2015). 
Na reação conhecida como transesterificação, um triglicerídeo reage com um álcool 
(etanol ou metanol) em excesso. Geralmente 3 mols de álcool são usados para cada 1 mol de 
triglicerídeo. A transesterificação de triglicerídeos produz metil ésteres de ácidos graxos, 
quando o álcool utilizado é o metanol, ou etil ésteres, no caso do etanol, e glicerol. O processo 
global é normalmente uma sequência de três passos consecutivos, que são reações reversíveis. 
Diglicerídeos e monoglicerídeos são formados como intermediários na reação de 
transesterificação. No último passo, é gerado glicerol como subproduto (van GERPEN & 
KNOTHE, 2005) (Figura 2.1). 
Tal processo tem sido amplamente utilizado para reduzir a alta viscosidade dos 
triglicerídeos, e pode ser acelerado pelo uso de um calatisador, o qual pode ser uma base, um 
ácido, ou uma enzima (MA & HANNA, 1999), resultando na formação de aproximadamente 







Figura 2.1 – Equação geral da transesterificação de triglicerídeos 
 
R¹ = CH3, se o álcool utilizado for o metanol ou CH2CH3 se for utilizado etanol 
(adaptado de van GERPEN & KNOTHE, 2005; MEHER et al., 2006) 
 
Dentre as fontes para a produção de biodiesel encontra-se uma grande variedade de 
matérias-primas, que incluem os óleos vegetais de noz, soja, algodão, canola, amendoim, 
girassol, coco, palma (Elaeis guineenses), mamona (Ricinus communis L.), babaçu (Orbignya 
phalerata Martius), linhaça (Linum usitatissimum L.), macaúba (Acrocomia aculeata), pequi 
(Caryocar brasiliense Cambess), buriti (Mauritia flexuosa), gergelim (Sesamum indicum L.), 
pinhão-manso (Jatropha curcas), karanja (Pongamia pinnata), semente de tabaco (Nicotiana 
tabacum L.), farelo de arroz, mahua (Madhuca indica), nim (Azadirachta indica), seringueira 
(Hevea brasiliensis), e microalgas (BALAT, 2011; LOPES & STEIDLE NETO, 2011); 
gorduras animais (MA et al., 1998; ÖNER & ALTUN, 2009), e óleos residuais de cozinha 
(ZHANG et al., 2003; CHEN et al., 2009). O biodiesel resultante é bastante semelhante ao 
óleo diesel convencional em suas principais características (MEHER et al., 2006), sendo 
compatível com os modelos de motores existentes. 
No Brasil, o algodão é a terceira matéria prima mais importante para a produção de 
biodiesel nacional (2-3%), ficando atrás do óleo de soja (76%) e da gordura bovina (21%). As 
demais matérias primas comumente usadas são óleo de fritura, óleo de palma (dendê), gordura 
de porco e gordura de frango (ANP, 2015). O óleo de semente de algodão é composto 
principalmente pelos ácidos linoleico (56%), palmítico (27%) e oleico (17%). Os 4% restantes 
é composto pelos ácidos mirístico, esteárico, araquidônico, beênico, palmitoleico e linolênico 
(GUNSTONE et al., 2007). A maior parte das propriedades físicas e químicas do óleo de 
semente de algodão se assemelha aos dos principais óleos vegetais os quais também contêm 
triglicerídeos heterogêneos (RASHID et al., 2009). 
A quantidade de óleo presente na semente de algodão é baixa em relação a outras 
culturas (18%) (de SOUZA & SILVEIRA, 2011), entretanto o custo para produção de 





Nordeste do Brasil o algodão tornou-se a oleaginosa mais viável para a produção de biodiesel. 
Além disso, o plantio de algodão traz oportunidades de negócio (entrada de pequenos 
produtores no mercado de energia renovável) e de inclusão social, uma vez que a produção de 
biodiesel a partir de óleo de semente de algodão trouxe à região uma situação de maior 




O glicerol pode ser produzido a partir de gorduras e óleos através do processo de 
saponificação formando glicerol e sabão (Figura 2.2, Y = ONa), por hidrólise produzindo 
glicerol e ácidos graxos (Figura 2.2, Y = OH) ou por transesterificação com álcoois 
produzindo glicerol e ésteres metílicos de ácido graxos (biodiesel) (Figura 2.2, Y = OCH3) 
(BEHR et al., 2008). 
 
Figura 2.2 – Esquema da síntese do glicerol a partir de gorduras e óleos 
 
Fonte: BEHR et al. (2008) 
 
O glicerol, conforme já citado, é gerado como o principal subproduto da produção de 
biodiesel. Este glicerol (glicerol bruto) possui valor muito baixo devido às impurezas 
contidas, tais como monoglicerídeos, diglicerídeos e triglicerídeos não convertidos, sais 
inorgânicos (catalisador residual), álcool (metanol ou etanol) não convertido, sabão e 
biodiesel (MEHER et al., 2006; THOMPSON & HE, 2006). De um modo geral, obtém-se 1 
kg de glicerol/10 kg biodiesel produzido. 
O glicerol bruto contém ainda uma variedade de elementos provenientes do óleo 
primário, tais como potássio, fósforo, enxofre, sódio, carbono, nitrogênio e proteína. 





conta que a tecnologia de processamento de produção de biodiesel afeta as características dos 
subprodutos, é esperado que as tecnologias e catalisadores utilizados exercessem influência na 
composição e utilização do glicerol bruto (SANTIBÁÑEZ et al., 2011). 
Embora o glicerol seja usado em diferentes indústrias – farmacêutica, cosmética, 
tintas, alimentos, explosivos, poliuretanos, etc. – o grande excesso gerado ultrapassa em 
muito a demanda do mercado e exigiria etapas de purificação dispendiosas para uso destas 
indústrias (AYOUB & ABDULLAH, 2012). Por isso, a disposição do glicerol bruto está se 
tornando um problema ambiental que requer soluções alternativas (THOMPSON & HE, 
2006; VIANA et al., 2012). Vários métodos de disposição e de utilização do glicerol bruto 
tem sido investigados, como combustão, compostagem, alimentação para animais e 
conversões termoquímicas ou biológicas. 
O glicerol bruto pode ser queimado como combustível com sucesso, promovendo uma 
chama estável e com oxidação quase completa do glicerol, sem a necessidade de misturas com 
combustíveis fósseis (BOHON et al., 2011). Entretanto, a queima gera emissões muito 
elevadas de partículas e acroleína (STEINMETZ et al., 2013), um aldeído insaturado 
altamente tóxico, gerado pela desidratação do glicerol induzida pelo calor (STEVENS & 
MAIER, 2008). 
O sistema de compostagem pode ser adequado para uma pequena planta de produção 
de biodiesel, uma vez que é possível realizar o processo com baixos custos iniciais de 
funcionamento, sem a necessidade de aquisição de tecnologias especiais. A quantidade inicial 
adequada de glicerol bruto adicionado ao composto foi determinada como sendo de 8% - 20% 
em peso de glicerol por peso seco de serragem (SADANO et al., 2010). 
Glicerol de diferentes purezas pode substituir amidos rapidamente fermentáveis em 
dietas para ruminantes até concentrações de 10% da matéria seca da dieta sem afetar 
negativamente o consumo de alimentos e da água, e a degradação ruminal e digestibilidade 
dos nutrientes (SCHRÖDER & SÜDEKUM, 2015). A eficiência alimentar na dieta de 
novilhos em confinamento foi melhorada através do aumento do nível de glicerol (60 - 178 
g/kg dieta), sem consequências negativas sobre o desempenho da produção (EIRAS et al., 
2014). 
A geração de gás combustível a partir da conversão termoquímica de glicerol bruto 
misturado com biomassa foi estudada por Sricharoenchaikul & Atong (2012), indicando que 
os produtos de co-gaseificação de resíduos mistos da produção de biodiesel podem ser usados 





biopolióis, matéria prima para a produção de espumas de poliuretano renováveis, 
biodegradáveis e mais baratas quando comparadas às espumas obtidas através de processos 
que utilizam combustíveis fosseis (LUO et al., 2013). 
A seguir (tópicos 2.3 e 2.6), as vias biológicas de conversão do glicerol em produtos 
de valor agregado serão comentadas. 
 
2.3 Metabolismo de glicerol por vias anaeróbias 
O processo de digestão anaeróbia é dividido em quatro estágios principais: hidrólise, 
formação de ácidos ou acidogênese, formação de acetato ou acetogênese e formação de 
metano ou metanogênese (Figura 2.3). Estes processos contêm diferentes grupos de micro-
organismos, os quais trabalham em sequencia. Dessa forma, os produtos de um grupo tornam-
se os substratos para outro grupo (GERARDI, 2003, APPELS et al., 2008). 
 
Figura 2.3 – Esquema da digestão anaeróbia de matéria orgânica complexa 
 
(Adaptado de MADSEN et al., 2011) 
 
A hidrólise é a etapa de solubilização (lise) de compostos orgânicos complexos, 





digeridos por uma diversidade de bactérias anaeróbias, estritas ou facultativas, através de 
processos fermentativos. A degradação destes compostos resulta na formação de dióxido de 
carbono, gás hidrogênio, álcoois, cetonas, e ácidos, em sua maioria ácidos orgânicos voláteis 
(GERARDI, 2003). 
Estes produtos serão transformados por bactérias acetogênicas em hidrogênio, dióxido 
de carbono e ácido acético. Estes compostos serão utilizados diretamente pelos micro-
organismos metanogênicos na fase final (GERARDI, 2003). 
Na metanogênese, a quarta e última etapa, micro-organismos anaeróbios estritos são 
responsáveis pela formação do metano a partir do acetato ou hidrogênio e dióxido de carbono. 
Ácidos, alcoois e outros compostos que não foram transformados em acetato e H2 o não são 
degradados pelos micro-organismos produtores de metano acumulam-se nos sistemas, tais 
como reatores, levando a um aumento da demanda química e à queda do pH (GERARDI, 
2003). 
O metabolismo fermentativo de glicerol foi estudado em maiores detalhes para as 
bactérias dos gêneros Bacillus, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Clostridium e 
Lactobacillus (BEHR et al., 2008; SAXENA et al., 2009). A Figura 2.4 ilustra as vias 
bioquímicas para fermentação do glicerol, o qual pode ser metabolizado tanto de maneira 
redutiva quanto oxidativa. A conversão redutiva de glicerol consiste de uma desidratação 
mediada pela vitamina B12 a 3-hidroxipropionaldeído e uma redução do aldeído a 1,3-
propanodiol. Na via oxidativa, o glicerol é desidrogenado a dihidroxiacetona que, após 
fosforilação, pode ser convertida em piruvato ou succinato, o qual é subsequencialmente 
convertido em propionato (BIEBL et al., 1999). A partir do piruvato podem ser gerados 
compostos, tais como 2,3-butanodiol, lactato, butirato, etanol, formato, acetato, hidrogênio e 
dióxido de carbono, dependendo das condições ambientais e das enzimas que mediam a 
reação, ou seja, a formação do produto final irá variar de organismo para organismo (VIANA 
et al., 2012). 
A estequiometria da digestão anaeróbia de glicerol pode ser sintetizada através da 
Equação 2.1 (LÓPEZ et al., 2009). 
C3H8O3 + a NH3 → b CH4 + c CO2 + d C5H7NO2 + e NH4HCO3                   (2.1) 
Os produtos da reação são o metano, dióxido de carbono, biomassa e bicarbonato de 
amônia, onde a, b, c, d, e são coeficientes estequiométricos, que respectivamente assumem os 






Figura 2.1 – Produtos finais da fermentação do glicerol por diferentes micro-organismos
 
Adaptado de BIEBL et al. (1999); da SILVA et al. (2009) 
 
A produção teórica de metano por mol de glicerol também pode ser estimada pela 
aplicação da Equação 2.2 (BUSWELL & NEAVE, 1930).  
C3H5(OH)3  → 1,75 CH4 + 1,25 CO2 + 0,5 H2O                           (2.2) 
Assumindo-se condições ideais de temperatura e pressão (0 ºC e 1 atm), o rendimento 
volumétrico teórico de metano é de 0,426 L CH4/g glicerol.  
O rendimento teórico de CH4 também pode ser determinado com base na DQO do 





glicerol. Portanto, o rendimento teórico de CH4 a partir de glicerol com base na DQO é de 
0,350 L CH4/g DQO. 
 
2.4 História dos reatores anaeróbios 
O tratamento anaeróbio foi relatado em meados do século XIX como sendo um método 
útil para a redução da natureza putrescível do material orgânico suspenso removido de águas 
residuárias municipais. Desde então a aplicação de tecnologias anaeróbias tem crescido 
devido à possibilidade de tratamento de uma ampla variedade de resíduos orgânicos agrícolas, 
industriais e municipais; e pelo fato de gerar como subproduto o gás metano, o qual pode ser 
usado como combustível para ajudar a compensar a crescente demanda por energia 
(McCARTY, 1981). 
Até a década de 1930, os dois sistemas clássicos mais utilizados eram o tanque séptico e 
o tanque Imhoff, os quais se caracterizam pelo fluxo horizontal de águas residuárias através 
do sistema na parte superior, enquanto o lodo anaeróbio descansa/sedimenta na parte inferior 
dos tanques. Foi também nesta década que o uso de tanques de digestão aquecidos tornou 
possível o uso do metano produzido no processo anaeróbio (McCARTY, 1981; van 
HAANDEL et al., 2006). 
Após a década de 1930 esses dois sistemas clássicos passam a perder espaço para os 
sistemas de tratamento aeróbios, tais como o filtro biológico e os lodos ativados. Ambos os 
sistemas ainda são aplicadas hoje em muitos países, especialmente para tratamento local de 
águas residuárias de habitações individuais ou para pequenas comunidades. Outro reator de 
fluxo horizontal é a lagoa anaeróbia, que é normalmente utilizada associada a outras unidades 
de lagoas de estabilização de resíduos (van HAANDEL et al., 2006). 
Nos anos 1950, dois desenvolvimentos foram de particular importância, um foi a 
utilização de misturadores em digestores e o outro era o desenvolvimento do processo de 
contato anaeróbio. Em 1969, Young e McCarty alcançaram longos tempos de retenção da 
biomassa ao operar um filtro anaeróbio de fluxo ascendente, tratando resíduos orgânicos 
solúveis de baixa carga provenientes de uma destilaria de rum. Esta nova configuração levou 
a uma baixa produção de sólidos, minimizando os problemas de manuseio e eliminação de 
lodos. Outras vantagens oferecidas foram a falta de necessidade de usar misturadores, sistema 
de aquecimento ou recirculação, o que resulta em uma instalação de tratamento com baixo 





Os resultados obtidos até então levaram ao estabelecimento de dois requisitos essenciais 
para o tratamento anaeróbio de alta capacidade e com alta eficiência: o contato intenso entre 
substrato e biomassa, e a grande retenção de massa bacteriana no interior dos reatores (van 
HAANDEL et al., 2006). Assim, Lettinga et al. (1980) desenvolveram o reator anaeróbio de 
fluxo ascendente e manta de lodo (Upflow Anaerobic Sludge Blanket - UASB). 
O dispositivo mais característico do reator UASB é o separador de fases, colocado na 
parte superior, e dividindo o reator em uma parte inferior, a zona de digestão, e uma parte 
superior, a zona de sedimentação. O efluente é introduzido tão uniforme quanto possível a 
partir do fundo do reator, passa através do leito de lodo e entra na zona de sedimentação 
através de aberturas entre os elementos do separador de fases e é sedimentado de maneira 
uniforme na superfície. O biogás produzido na zona de digestão é capturado pelo separador, 
de modo que a sedimentação pode ter lugar sem impedimentos na zona superior. Para evitar o 
bloqueio da saída de biogás e permitir a separação das bolhas de biogás das partículas de lodo, 
uma câmara de gás é introduzida sob o separador de fases. As partículas de lodo sedimentadas 
no separador de fases, eventualmente, deslizam de volta para a zona de digestão. Desse modo, 
o sistema mantem uma grande massa de lodo no interior do reator, enquanto um efluente 
praticamente isento de sólidos em suspensão é descartado. O contato entre a biomassa e a 
água residuária (substrato) é promovida pela agitação provocada pela produção de biogás e 
pelo fluxo afluente ascendente. A velocidade de fluxo ascendente pode ser aumentada pela 
aplicação da recirculação do efluente (LETTINGA, 1995). 
O reator UASB é de longe o sistema anaeróbio de alta taxa mais amplamente utilizado 
para o tratamento anaeróbio de águas residuárias, especialmente em condições tropicais ou 
subtropicais (van HAANDEL et al., 2006). O UASB pode ser aplicado com altas cargas 
orgânicas (> 25 kg DQO/m³·dia) para diferentes efluentes industriais variando em DQO desde 
1,5 kg/m³ a mais de 100 kg/m³. O processo é viável para águas residuárias solúveis e 
parcialmente solúveis, de alta carga e carga muito baixa, como por exemplo, esgotos 
domésticos (LETTINGA, 1995). 
Após o desenvolvimento do UASB convencional, algumas versões modificadas de 
reatores anaeróbios têm sido propostas, visando melhorar certas características ou ampliar sua 
aplicação. O reator granular de leito expandido (Expanded Granular Sludge Blanket - EGSB) 
foi desenvolvido para superar alguns problemas que podem ocorrer no reator UASB 
convencional, tais como fluxos preferenciais, curto-circuitos hidráulicos e zonas mortas no 





do líquido afluente, o que pode ser conseguido através de uma adequada relação 
altura/diâmetro ou através da recirculação do efluente. No sistema EGSB uma fração 
significativamente maior da biomassa imobilizada é posta em contato com as águas 
residuárias e participa no processo. Como resultado, cargas orgânicas mais elevadas podem 
ser aplicadas nesse sistema (LETTINGA, 1995; van HAANDEL et al., 2006). 
Outras configurações incluem o reator anaeróbio de leito fixo empacotado (Anaerobic 
Packed-Bed Reactor - APBR), cuja forma de retenção da biomassa se dá por meio de suporte 
inerte onde se forma um biofilme; o reator anaeróbio de membrana (Anaerobic Membrane 
Reactor - AnMBR), que pode ser operado a tempos de detenção hidráulica muito baixos (< 3 
h), retém bactérias de crescimento lento as quais normalmente são lavadas  do sistema, produz 
efluentes livres de sólidos devido a retenção de partículas orgânicas lentamente degradáveis 
dentro do reator, e ainda possibilita a reciclagem de nutrientes (nitrogênio e fosforo). O 
reator de mistura completa (Continuous Stirred-Tank Reactor - CSTR), por sua vez, é um 
digestor anaeróbio que tem sido amplamente utilizado em estações de tratamento de águas 
residuárias para estabilização e redução da matéria orgânica e micro-organismos excedentes 
presentes em lodos. Os reatores acima citados tiveram seus avanços recentes relatados por 
Sigh e Prerna (2009), Stuckey (2012) e Hurtado et al. (2015), respectivamente. 
 
2.5 Desempenho de sistemas anaeróbios no tratamento de glicerol bruto 
Nos últimos anos, o glicerol residual tem sido amplamente estudado em diferentes 
sistemas de tratamento anaeróbios. O tratamento anaeróbio de glicerol bruto como substrato 
orgânico sob condições mesofílicas é possível, apesar dos efeitos de inibição e exigências 
específicas decorrentes da natureza e da composição do glicerol (LÓPEZ et al., 2009; 
KOLESÁROVÁ et al., 2011). Siles et al. (2010) apontaram algumas vantagens da digestão 
anaeróbia de glicerol para a redução de custos da fabricação do biodiesel, tais como baixas 
necessidades de água limpa para diluição e de nutrientes, alta eficiência e produção de 
metano. A revalorização de glicerol através da digestão anaeróbia utilizando lodo granular 
alcançou biodegradabilidade de cerca de 100%, enquanto o rendimento de metano foi 0,306 
m
3
 CH4/kg glicerol (LÓPEZ et al., 2009). Além disso, a adição de glicerol bruto em 
digestores anaeróbicos (CSTR) tratando lodo em estações de tratamento de águas residuárias, 
leva ao aumento do rendimento de biogás (FOUNTOULAKIS et al., 2010). A acidificação do 





alcalino (KOH) utilizado na reação de transesterificação como fertilizante agrícola (fosfatos 
de potássio) (LÓPEZ et al., 2009). 
A produção de biogás é uma opção promissora para geração de energia renovável, e 
muitos dos estudos previamente realizados envolvem a co-digestão do glicerol. Fountoulakis 
& Manios (2009) avaliaram a produção de metano e hidrogênio a partir de resíduos sólidos 
urbanos e subprodutos agro-industriais co-digeridos com glicerol bruto. Um reator tratando a 
fração orgânica de resíduos sólidos urbanos produziu 1,40 L de CH4/d antes da adição de 
glicerol e 2,09 L de CH4/d depois da adição de glicerol; o rendimento de hidrogênio foi de 2,9 
mmol H2/g de glicerol. A taxa de produção de metano passou de 0,48 L/d a 1,21 L/d, após a 
adição de 1% v/v de glicerol bruto a uma mistura (1:4) de águas residuárias de fábrica de 
azeitona e de matadouro; e o rendimento de hidrogênio foi igual a 0,7 mmol H2/g de glicerol. 
Kacprzak et al. (2010) examinaram a co-digestão de silagem de milho, silagem de polpa de 
beterraba, resíduos de cenoura e soro de queijo com glicerol bruto num bioreator (25 L) 
operado em modo semi contínuo. Os experimentos demonstraram que a combinação de 
silagem de milho, soro de queijo e glicerol resultou no maior teor de metano (61%), com taxa 
de produção de biogás de 1,8 L biogás/L reator por dia. A digestão anaeróbia de glicerol pré-
tratado com ácido juntamente com dejetos de suínos foi investigada por Nuchdang e 
Phalakornkule (2012) na proporção de 80:20 DQO (glicerol:dejetos de suínos). Os resultados 
foram considerados satisfatórios sob cargas orgânicas entre 1,3, 1,7, 2,9 e 5,0 g DQO/L·d em 
termos de redução de DQO (> 80%) e teor de metano no biogás (62% em média). Contudo, 
ao aumentar a carga orgânica os autores tiveram a taxa de produção de biogás diminuída 
significativamente, passando de 1,6 L CH4/d quando a COV era igual a 1,3 e 1,7 g DQO/L·d 
para 0,94 L CH4/d quando a COV atingiu 5,0 g DQO/L·d. 
Reatores operados sob condições termofílicas também apresentam resultados 
promissores. Yang et al. (2008), por exemplo, alcançaram o rendimento 0,45 litros de metano 
por grama de carbono orgânico dissolvido adicionado operando um biorreator de leito fixo 
preenchido com poliuretano sob carga orgânica de 0,70 g/L·d. A co-digestão anaeróbica 
termofílica de estrume de porco suplementado com 3% de glicerol bruto (p/p) levou a uma 
produção específica de biogás 180% maior (0,47 Lbiogas/g SValimentado) do que a obtida pelo 
digestor que foi alimentado só com estrume de porco (0,17 Lbiogas/g SValimentado) (ASTALS et 
al., 2013). De acordo com os autores, a melhora nos resultados estava relacionada com o 
aumento da carga orgânica (o dobro), a alta biodegradabilidade do glicerol bruto, a redução da 






2.6 Bioprodutos a partir do glicerol 
O glicerol tem sido direcionado à produção de energia e/ou produtos com valor 
agregado. A conversão de glicerol em bioenergia (hidrogênio e eletricidade) foi investigada 
por Sharma et al. (2011) usando biorreatores produtores de hidrogênio (Hydrogen Producing 
Bioreactors - HPBs) e células microbianas de combustível. O glicerol pode ser transformado 
em compostos aditivos para combustíveis (SOUZA et al., 2013), em células de combustível 
(ZHANG et al., 2013), ou ainda em poliésteres líquido ou sólido (BUENO et al., 2014). 
Adicionalmente, os polímeros sólidos produzidos a partir de glicerol bruto podem ser usados 
como adsorvente para purificar o biodiesel obtido na própria usina, tornando o processo 
global mais econômico (BUENO et al., 2014). 
O glicerol pode ser usado para produção dos ácidos succínico (LEE et al., 2001; 
CARVALHO et al., 2014), lático (MURAMAKI et al., 2015) ou propiônico (DISHISHA et 
al., 2015). A produção dióis (1,2-propanodiol (1,2-PDO) e 1,3-PDO) a partir de glicerol tem 
sido estudada através de processo de hidrogenólise (YUAN et al., 2010; WOŁOSIAK-HNAT 
et al., 2013), no caso de 1,2-PDO, ou através de crescimentos microbianos de Citrobacter 
freundii (ANAND & SAXENA, 2012; FERREIRA et al., 2012),  Klebsiella pneumoniae 
(DURGAPAL et al., 2014; da SILVA et al., 2014a), ou Clostridium butyricum 
(SZYMANOWSKA-POWAŁOWSKA & BIAŁAS, 2014), no caso de 1,3-PDO. A produção 
de etanol a partir da biotransformação de glicerol bruto (OH et al., 2011;) ou analítico 
(COFRÉ et al., 2012) também tem sido estudada. 
O hidrogênio, em muitos aspectos, é o combustível ideal: possui máximo rendimento 
energético por unidade de peso (122 kJ/g), sua combustão produz apenas água, pode ser 
utilizado em células de combustível e é facilmente convertido em eletricidade. O hidrogênio 
pode ser obtido a partir de diferentes processos, tais como reforma a vapor, oxidação parcial, 
reforma autotermal e reforma supercrítica da água (LEONETI et al., 2012), no entanto estas 
formas de produção são insustentáveis e poluentes. A partir dos pontos de vista econômico e 
ambiental, para ser sustentável e aceitável, a produção biológica de H2 a partir de resíduos 
orgânicos, através de fotofermentação ou fermentação ácida (fermentação escura), poderia ser 
a solução (BALAT & KIRTAY, 2010). Mangayil et al. (2012) avaliaram o potencial de 
bioconversão do glicerol bruto em hidrogênio por uma comunidade microbiana enriquecida. 
Lo et al. (2013), por outro lado, estudaram o potencial de conversão de glicerol bruto de sete 





Klebsiella sp.). Chookaew et al. (2015) investigaram a produção de hidrogênio a partir de 
glicerol bruto em dois estágios: por fermentação escura usando Klebsiella sp. TR17 e 
fotofermentação usando Rhodopseudomonas palustris TN1 em experimentos de batelada, 
alcançando rendimento total de 6,42 mmol H2/g DQOconsumida. 
Alguns estudos têm focado na produção de H2 associado a outros subprodutos de valor 
agregado. Ito et al. (2005) relatam a produção de H2 (taxa máxima de produção igual a 63 
mmol/L·h) e etanol (0,85 mol/mol glicerol) por Enterobacter aerogenes HU-101 a partir de 
efluentes da indústria de biodiesel, usando reator preenchido com cerâmica porosa como meio 
de suporte para a biomassa. Em estudo mais recente, Varrone et al. (2012) demonstraram que 
é possível obter altos rendimento e produção de hidrogênio e etanol conjuntamente, utilizando 
um meio sintético simples, sem uma solução de elementos traço e vitaminas, triptona ou 
extrato de levedura. A taxa de produção de hidrogênio alcançou 2,2 L H2/L·d, concomitante 
com a produção máxima de etanol de cerca de 8 g/L (rendimento de 1 mol de etanol/mol de 
glicerol). Este trabalho é um dos poucos, ou talvez o único existente, em que foi estudada a 
produção conjunta de H2 e etanol utilizando um cultivo misto como inóculo. 
A possibilidade de integração da produção de H2 e 1,3-propanodiol na produção de 
biodiesel foi estudada usando culturas mistas, cultivos puros, ou enriquecimento a partir de 
solos (SELEMBO et al., 2009; KIVISTÖ et al., 2013; LIU et al., 2013). Ambientalmente, isto 
representa a produção de dois combustíveis limpos e renováveis e a minimização dos fluxos 
de resíduos. Economicamente, a integração destes bioprocessos levaria à valorização dos 
fluxos de resíduos, tornando a empresa mais rentável (SELEMBO et al., 2009).  
 
2.7 1,3-propanodiol 
O 1,3-propanodiol (1,3-PDO), trimetileno glicol ou polipropileno glicol é um composto 
alifático linear, líquido, incolor, inodoro, inócuo, miscível em água, álcool e éter (da SILVA 
et al., 2014b). O 1,3-PDO pode ser sintetizado a partir de produtos petroquímicos através do 
processo Shell, que consiste na hidroformilação de óxido de etileno a 3-hidroxipropanol 
seguido por hidrogenação, formando 1,3-PDO. Ou através do processo Degussa-DuPont, 
baseado na hidratação da acroleína a 3-hidroxipropanol seguida por hidrogenação, formando 
1,3-PDO (BEHR et al., 2008). 
O 1,3-PDO tem inúmeras aplicações em polímeros, cosméticos, alimentos, lubrificantes 
e medicamentos (CHENG et al., 2007). É usado como monômero para a síntese de diversos 





extensor de cadeia para a síntese de poliuretanos, lubrificantes, solventes e como precursor 
nas indústrias química e farmacêutica, e finalmente, a biodegradabilidade dos plásticos 
contendo 1,3-PDO é maior em comparação com aqueles de polímeros totalmente sintéticos 
(BARBIRATO et al., 1998). 
Anteriormente, 1,3-PDO possuia mercado insignificante, quando comparado a outros 
produtos químicos a granel, devido à sua não disponibilidade em quantidade e qualidade 
suficientes. Nos últimos anos, com o desenvolvimento de processos biológicos atraentes, a 
produção de 1,3-PDO de alta qualidade comercial derivado de recursos renováveis de baixo 
custo pode competir com a produção a partir das petroquímicas (SAXENA et al., 2009). 
Por via biológica, o 1,3-PDO é altamente específico para a fermentação de glicerol e 
não pode ser obtido a partir de qualquer outra conversão anaeróbia (DECKWER, 1995). O 
glicerol, ao ser metabolizado por via redutiva, gera 3-hidroxipropionaldeído através de uma 
desidratação mediada pela vitamina B12 e uma redução do aldeído a 1,3-PDO (Figura 2.4) 
(BIEBL et al., 1999). 
Diferentes cepas microbianas, tais como Clostridium, Klebsiella e Citrobacter 
produzem 1,3-PDO a partir do glicerol como parte do seu metabolismo de regeneração de 
NADH. Como resultado da fermentação de glicerol por membros da família 
Enterobacteriaceae, geralmente há a acumulação de dois produtos principais: 1,3-PDO e 
acetato (DROZDZYNSKA et al.,  2011). Por exemplo, quando Citrobacter freundii é 
empregado, a produção de 1,3-PDO pode ser acompanhada pela síntese de ácido acético, 
ácido láctico, ácido fórmico, ou ácido succínico (FERREIRA et al., 2012; METSOVITI et al., 
2013). Entretanto, quando a fermentação se dá por Klebsiella pneumoniae e Klebsiella sp. 
HE-2, também pertencentes ao grupo das enterobactérias, os principais metabólitos 
produzidos são 1,3-PDO, 2,3-butanodiol e etanol (MU et al., 2006; WONG et al., 2011), ou 
ainda, 1,3-PDO, etanol, ácido lático e ácido acético (ROSSI et al., 2013). Quando a 
fermentação é conduzida por Clostridium butyricum (família Clostridiaceae), 1,3-PDO é o 
produto principal, seguido de ácido butírico e ácido acético como subprodutos (HIMMI et al., 
1999; PAPANIKOLAOU et al., 2000; SZYMANOWSKA-POWAŁOWSKA & BIAŁAS, 
2014). 
A bioconversão de glicerol bruto em 1,3-PDO utilizando células imobilizadas de K. 
pneumoniae atingiu rendimentos de 0,65 mol 1,3-PDO/mol glicerol em 12 h de cultivo em 
batelada; melhor resultado que o obtido em cultivo em batelada utilizando células livres 





pneumoniae foi cultivada em batelada alimentada, 58,0 g/L de 1,3-PDO foram obtidos, com 
rendimento de 0,35 g/g e produtividade total de 1,3 g/L·h (DURGAPAL et al., 2014). 
Entretanto, esta era uma cepa mutante (K. pneumoniae ΔldhA) devido à eliminação da síntese 
de lactato e o glicerol usado não era bruto. As concentrações mais elevadas de 1,3-PDO 
produzido por C. butyricum a partir de glicerol bruto foram 37 g/L em biorreator de 6,6 L em 
batelada e 71 g/L para operação em batelada alimentada (SZYMANOWSKA-
POWAŁOWSKA & BIAŁAS, 2014). Metsoviti et al. (2013) alcançaram a produção de 1,3-
PDO por C. freundii em batelada alimentada igual a 68,1 g/L, com rendimento de 
aproximadamente 0,40 g/g de glicerol consumido, e produtividade de 0,79 g/L·h. 
 
2.8 Fatores que influenciam a produção de 1,3-PDO e H2 
Como em qualquer processo de fermentação, diferentes fatores influenciam a produção 
de 1,3-PDO e H2 a partir de glicerol. 
(i) Inóculo. Tanto culturas puras quanto enriquecidas têm sido utilizadas. Muitos trabalhos 
sobre a conversão do glicerol em 1,3-PDO e H2 foram realizados com enterobactérias, tais 
como E. coli, modificada (GANESH et al., 2012; PRZYSTAŁOWSKA et al., 2015), e 
Klebsiella (BIEBL et al., 1998; COSTA et al., 2011; WONG et al., 2011; ROSSI et al., 
2013). Outros autores optaram por usar culturas mistas, enriquecidas ou adaptadas a partir de 
diferentes inóculos para fermentar o glicerol: lodo ativado (VARRONE et al., 2013), lodo 
tratando águas residuárias de destilaria + lodo de tanque acidificação (TEMUDO et al., 2008), 
ou solo, adubo e lodo de digestor anaeróbio (SELEMBO et al., 2009; LIU et al., 2013). 
Assim, é possível obter uma comunidade microbiana estável e sem a necessidade de trabalhar 
sob condições de esterilidade. 
A operação de um reator em escala real com espécies puras apresenta uma série de 
desafios que podem torná-la economicamente inviável: (i) manutenção da cultura axénica, 
isto é, livre de outros organismos, especialmente quando o substrato não é estéril 
(impossibilidade de esterilizar o glicerol bruto de partida), (ii) necessidade de suplementar o 
meio de cultura com uma fonte de material orgânico adicional (tipicamente de extrato de 
levedura e triptona ou peptona), (iii) potencial patogenicidade de cepas utilizadas 
(enterobactérias e clostrídios), (iv) manutenção de condições anaeróbicas estritas, e (v) muitas 
das cepas descritas na literatura (por exemplo, Enterobacter agglomerans CNCM 1210 e 





CHOOKAEW et al., 2014; K. pneumoniae J2B – DURGAPAL et al., 2014) foram isolados 
pelos próprios investigadores e podem ser de difícil acesso. 
As culturas enriquecidas apresentam o problema da escolha do inóculo original e da 
definição das condições de fermentação que conduzam a pressão seletiva para os produtos 
desejados, com a menor quantidade possível de subprodutos (acetato, butirato, propionato, 
etc.). Além disso, o processo de enriquecimento pode demorar muito tempo. No entanto, 
facilitam o trabalho em escala industrial, reduzindo os custos de operação por não exigirem 
condições estéreis e, aparentemente, são menos exigentes quanto ao meio de cultura. 
(ii) Meio de cultura. Para cada inóculo particular e glicerol bruto - uma vez que a quantidade 
e composição das impurezas variam -, se faz necessário otimizar o meio de cultura, a fim de 
minimizar os custos de produção. De fato, elevados custos de produção costumam ser o 
principal gargalo na produção de H2 por fermentação (SARMA et al., 2013). Devem ser 
considerados o meio mineral base (com ou sem a adição de elementos traço, meios 
tamponados ou não), a adição de vitaminas ou não, extratos de levedura ou triptona/peptona, 
para citar os componentes mais comuns. 
Himmi et al. (1999), trabalhando com Clostridium butyricum, utilizaram um meio 
mineral com baixo teor de nutrientes suplementado com biotina (0,4 µg/l) para alcançar altas 
concentrações de 1,3-PDO (65,4 g/l ou 0,66 mol/mol). Um meio mínimo também foi usado 
por Varrone et al. (2013). Neste caso, para converter o glicerol bruto em H2 usando lodo 
ativado enriquecido. O uso de meios simples favorece um processo de fermentação de baixo 
custo, um fator importante para a conversão de subprodutos industriais em compostos de 
valor agregado (HIMMI et al., 1999). Por outro lado, meios minerais mais complexos foram 
eleitos por Gallardo et al. (2014) e de Souza et al. (2014) 
(iii) Temperatura e pH. Ambos são fatores chave para o crescimento de qualquer micro-
organismo. No entanto, os micro-organismos envolvidos na fermentação de glicerol a 1,3-
PDO e H2 são enterobactérias e clostrídios, cujas temperaturas ótimas se encontram entre 35-
37 °C (organismos mesofílicos). Como exemplo, 37 °C foi a temperatura escolhida para os 
trabalhos de Varrone et al. (2013), Gallardo et al. (2014), Jolly et al. (2014) e de Souza et al. 
(2014).  Independentemente da temperatura na qual se façam os ensaios em laboratório, a 
economia do processo em escala industrial determinará a temperatura de trabalho, por isso, 
esta não é considerada como uma variável a ser estudada. Não é assim com o pH inicial, 
embora a faixa considerada ideal seja entre 5,5-8,0, dependendo do inóculo utilizado 






2.9 Design de experimentos 
O design de experimentos (Design of Experiments – DOE) é uma abordagem 
sistemática utilizada para entender como parâmetros de processo afetam variáveis resposta, 
tais como, processabilidade, propriedade físicas, ou desempenho de produtos (WAGNER et 
al., 2014). O DOE é uma ferramenta fundamental no mundo científico e da engenharia. Sua 
aplicação no início do desenvolvimento do processo nos permite alcançar melhores 
rendimentos, variabilidade reduzida, maior conformidade com os requerimentos alvo, 
economia de tempo, e redução de custos. Dessa forma, dados específicos serão coletados e 
analisados através de ferramentas estatísticas, resultando em conclusões válidas e objetivas 
(MONTGOMERY, 2008). 
Num design experimental, quando se deseja fazer a triagem de um grande número de 
fatores com o mínimo número de testes, e identificar quais fatores são importantes para o 
processo, é necessário realizar testes de triagem (screening tests) (MASON et al., 2003). 
Plackett e Burman desenvolveram uma classe especial de experimentos fatoriais fracionários 
em dois níveis (baixo: -1 e alto: +1), disponíveis para um número de testes igual a um 
múltiplo de quatro, isto é, 8, 12, 16, 20, 24 e 32. Tais experimentos são baseados em modelos 
de primeira ordem (Equação 2.3), onde Y é a resposta, β0 é o ponto de interseção do modelo, 
βi é o coeficiente linear e Xi é o nível da variável independente, isto é, da variável a ser testada 
(PLACKETT & BURMAN, 1946). 
Para permitir a estimativa do erro experimental, é recomendado que o design possua, no 
mínimo, seis testes a mais que o número de fatores incluídos no experimento. Para minimizar 
os erros, a sequencia do teste experimental deve ser aleatória (MASON et al., 2003). 
 
𝑌 = 𝛽0 + ∑ 𝛽𝑖 Χ𝑖     (Eq. 2.3) 
 
Após a obtenção dos dados, é feita uma análise de variância (ANOVA). A ANOVA é 
uma ferramenta estatística usada como teste de diagnóstico. Esta ferramenta irá estimar 
diferentes tipos de variabilidade nos dados de resposta, e, em seguida, irá comparar estas 
estimativas umas com as outras por meio do teste Fisher (F). O teste F, por sua vez, avalia a 
significância do modelo. Testes de significância, tais como o teste F, t student e t pareado, 
consistem na comparação dos valores de um conjunto de resultados com o valor verdadeiro 





precisão do modelo. Adicionalmente, o teste F é avaliado através da análise dos valores de 
probabilidade (p), e quando p <0,05, este teste é satisfeito, isto é, o modelo é estatisticamente 
significativo, ao nível α de significância escolhido (ERIKSSON et al., 2008). 
Alguns estudos tem reportado o uso de DOE para otimizar a produção de hidrogênio 
e/ou 1,3-PDO, no entanto a maioria dos mesmos se refere a culturas puras ou enriquecidas. 
Guo et al. (2009) estudaram a otimização das condições de cultivo para produção de 
hidrogênio por Ethanoligenens harbinense B49 utilizando o design de Plackett-Burman, 
seguido do design de Box-Behnken. Rossi et al. (2013) investigaram a influência de 11 
variáveis para otimizar a bioconversão de glicerol residual da síntese de biodiesel em 1,3-
PDO por uma nova estirpe de Klebsiella pneumoniae utilizado design de Plackett-Burman e 
design fatorial fracionário. Mangayil et al. (2015) analisaram a produção de hidrogênio a 
partir de glicerol bruto por cultura microbiana enriquecida (com predomínio de Clostridium 
sp.) através dos designs de Plackett-Burman, Box-Behnken e Composto Central (Central 
Composite Design – CCD). 
Poucos estudos foram encontrados sobre a bioconversão de glicerol em 1,3-PDO ou H2 
através de culturas mistas por meio de análises de DOE. Sittijunda e Reungsang (2012) 
investigaram a produção de hidrogênio a partir de glicerol residual e lodo anaeróbio por 
culturas mistas, utilizando a metodologia de superfície de resposta (Response Surface 
Methodology – RSM) com CCD. O DOE foi aplicado para melhorar a capacidade de uma 
cultura microbiana mista (lodo enriquecido) em converter glicerol bruto em hidrogênio e 
etanol, através da aplicação dos designs de Plackett-Burman e Box-Behnken, seguidos de 
RSM (VARRONE et al., 2012). 
 
2.10 Ecologia de micro-organismos 
A Ecologia Microbiana é definida como o estudo das relações entre os micro-
organismos que habitam um ecossistema e suas relações entre si e com o meio ambiente. Este 
campo da ciência busca entender como funcionam os ciclos biogeoquímicos, o papel de 
micro-organismos em processos de biorremediação, e como os micro-organismos podem 
contribuir no fornecimento de fontes de energia alternativas (MEHROTRA, 2009). 
Os métodos em ecologia microbiana incluem métodos clássicos como cultivo, 
isolamento e enriquecimento de micro-organismos; métodos de coloração, voltados à 
quantificação ou à avaliação da viabilidade celular; ou métodos de detecção a partir da análise 





nesse tipo de análise de comunidades microbianas (análises de Ecologia molecular 
microbiana) são a eletroforese em gel de gradiente desnaturante (Denaturant Gradient Gel 
Electrophoresis – DGGE) e a clonagem molecular, seguidas pelo sequenciamento e análise do 
DNA (MADIGAN et al., 2010). Ambas requerem como passo prévio a reação em cadeia da 
polimerase (Polymerase Chain Reaction – PCR). Entretanto, análises microscópicas podem 
fornecer dados complementares sobre a morfologia da comunidade microbiana dos lodos 
durante os processos anaeróbios (DÍAZ et al., 2006; FERNÁNDEZ et al., 2008; SI et al., 
2015). 
 
2.10.1 Análises de biologia molecular 
Vários genes são utilizados nos estudos de filogenia molecular dos micro-organismos. 
Os mais amplamente utilizados e uteis para a definição de relações são os genes que 
codificam o RNA ribossomal da subunidade menor (RNAr 16S). Carl Woese foi o primeiro a 
usar o RNAr 16S em estudos filogenéticos, no início da década de 1970. Woese estabeleceu a 
nova classificação dos micro-organismos em três domínios (Bacteria, Archaea e Eukaria) e, 
utilizando catálogos de oligonucleotídeos, estabeleceu o grau de semelhança entre sequências 
homólogas como critérios taxonômicos entre distintos organismos (MADIGAN et al., 2010). 
Em uma análise de comunidade, o DNA total é extraído de uma amostra de um habitat 
microbiano. O DNA obtido é uma mistura do DNA genômico de todos os micro-organismos 
presentes na amostra. A partir dessa mistura, é feita uma PCR para amplificar o gene de 
interesse. A PCR baseia-se numa série de ciclos, cada um dos quais envolve reações, 
efetuadas a temperaturas diferentes, de desnaturação de DNA, anelamento de primers (ou 
iniciadores) e alongamento (ou síntese) de DNA por uma enzima polimerase termoestável 
(MEHROTRA, 2009). Cada ciclo demora alguns minutos e o resultado final é a grande 
amplificação das sequências de DNA delimitadas pelos dois primers usados na reação 
(WAGES, 2005). O RNAr 16S é uma molécula altamente conservada ao longo da evolução, e 
abundante em todos os seres vivos, embora possua algumas regiões altamente variáveis 
(SANZ & KÖCHLING, 2007). A amplificação dos genes que codificam para o RNAr 16S 
permite a comparação de organismos dentro do mesmo domínio, bem como a diferenciação 
das estirpes de uma mesma espécie, uma vez que cada espécie presente apresentará sua 
própria sequência peculiar de DNA (MADIGAN et al., 2010). 
Após a amplificação, estas sequências devem ser separadas. A DGGE é um método de 





de genes de um mesmo tamanho, mas que possuem diferentes perfis de desnaturação devido 
às distinções em sua sequência primária de bases (MUYZER et al., 1993). É utilizado um gel 
de poliacrilamida, contendo um gradiente linear de agentes desnaturantes (uma mistura de 
uréia e formamida). Os fragmentos de DNA de diferentes sequências terão um 
comportamento diferenciado de desnaturação, e irão parar sua migração em diferentes 
posições do gel (MUYZER & SMALLA, 1998). Para prevenir a dissociação completa das 
bandas de DNA, uma calda (também conhecida como “grampo”) com alto conteúdo de GC é 
adicionada na extremidade 5’ de um dos primers (SCHÄFER & MUYZER, 2001). 
Esta técnica permite a análise simultânea de amostras múltiplas, permitindo assim o 
monitoramento da complexa dinâmica das comunidades microbianas (MUYZER, 1999). 
Sendo assim, a DGGE é muito adequada para detectar alterações na composição microbiana 
ao longo do tempo, ou para comparar a composição microbiana de diferentes biorreatores. 
Além disso, diferentes tipos de informação podem ser obtidos a partir da análise do padrão de 
bandas do DGGE, como o número, posição (presença ou ausência de uma banda em 
particular) e a intensidade relativa das bandas (SCHÄFER & MUYZER, 2001). Uma vez 
realizada a DGGE, as bandas podem ser excisadas, sequenciadas e analisadas 
filogeneticamente, o que pode fornecer uma boa visão geral da composição da comunidade 
microbiana (SANZ & KÖCHLING, 2007). 
Dessa forma, DGGE tem sido usada para comparar a estrutura da comunidade 
microbiana em dois reatores anaeróbios inoculados com diferentes lodos (KIM et al., 2013), 
para investigar as mudanças na população microbiana em reator  EGSB (GALLARDO et al., 
2014; CISNEROS-PÉREZ et al., 2015), ou ainda para determinar a diversidade de 
populações redutoras de sulfato (SANTEGOEDS et al., 1998; DAR et al., 2007). 
 
2.10.2 Microscopia eletrônica de varredura 
A microscopia eletrônica de varredura (MEV) pode ser empregada quando se deseja 
observar as características externas, como a topografia da superfície de um espécime; ou 
examinar os micro-organismos residentes em nichos ecológicos, como por exemplo, lodo 
granular (DÍAZ et al., 2006) e biofilmes (FERNÁNDEZ et al., 2008; SI et al., 2015).  Na 
MEV o espécime é previamente fixado e desidratado para prevenir o colapso das células 
quando forem submetidas ao vácuo no interior do microscópio eletrônico de varredura. As 
amostras já desidratadas são cobertas com uma camada fina de um metal pesado, como ouro 





são coletados, ativando um écran que gera uma imagem tridimensional em preto e branco 








Capítulo 3 – Tratamento anaeróbio de glicerol bruto proveniente da 
produção de biodiesel 
 
3.1 Introdução 
A produção de energia a partir de combustíveis fósseis não renováveis não é 
ambientalmente adequada. Uma boa fonte de energia alternativa é o biodiesel, especialmente 
porque é renovável. Outras vantagens são menores concentrações de enxofre e substâncias 
aromáticas, maior biodegradabilidade e sua não toxicidade. 
Atualmente, muitos países ao redor do mundo têm explorado o uso comercial de 
misturas de biodiesel em veículos, incluindo os EUA, Argentina, União Europeia, Japão, 
Índia e Tailândia (EUROPEAN PARLIAMENT, 2009; YUSUF et al., 2011). No Brasil, o uso 
de biodiesel misturado ao diesel está crescendo devido à legislação de combustível. O 
mandato para o uso de biodiesel foi de 5% (B5) (BRASIL, 2005) e as agências de petróleo e 
energia brasileiras estudam a possibilidade de aumentar a mistura para 7% (B7) num futuro 
próximo (CASTANHEIRA et al., 2014). 
A produção de biodiesel gera aproximadamente 10% (p/p) de glicerol como produto 
secundário da reação de transesterificação. Embora o glicerol tenha muitos usos nas indústrias 
farmacêuticas, químicas ou de alimentos, sua forma bruta tem baixo valor comercial devido às 
impurezas. Tais impurezas dependem do tipo de catalisador e do óleo (vegetal ou animal) 
utilizado para a produção de biodiesel (VIANA et al., 2012, YANG et al., 2012). Devido ao 
crescimento exponencial da demanda e produção de biodiesel, a utilização do glicerol bruto 
tem se tornado um tema importante, uma vez que a grande quantidade gerada ultrapassa a 
demanda do mercado (AYOUB & ABDULLAH, 2012). 
Com o objetivo de proporcionar uma alternativa atraente para o uso do glicerol bruto, a 
digestão anaeróbia tem sido investigada como tecnologia para agregar valor a esse resíduo, 
através da produção de energia (metano ou hidrogênio). Na maioria das pesquisas recentes, o 
glicerol é co-digerido com lodo de esgoto para melhorar a produção de metano em sistemas 
anaeróbios (NGHIEM et al., 2014; ATHANASOULIA et al., 2014). A co-digestão com 
biomassa de microalgas também foi recentemente relatada (SANTOS-BALLARDO et al., 
2015). 
Em alguns casos, o glicerol é usado como a única fonte de carbono para a produção de 
metano. Quando o glicerol bruto é a única fonte de carbono, a aplicação da carga orgânica é 





magnésio e fósforo são os principais compostos inibitórios encontrados no glicerol bruto 
(CASTRILLÓN et al., 2011; JENSEN et al., 2014). Outro aspecto importante diz respeito à 
escolha da configuração do reator. Vlassis et al. (2013), operaram dois tipos de reatores 
usando glicerol analítico: no reator anaeróbio intermitente compartimentado (PABR), 
alcançaram uma boa eficiência de remoção de DQO através da aplicação de carga orgânica 
volumétrica (COV) de até 3,0 kg DQO/m
3
·d, a qual foi muito mais elevada que a COV 
máxima aplicada (0,25 kg DQO/m³·d) em um reator de tanque agitado contínuo (CSTR). 
Quando um reator anaeróbio de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB) convencional foi 
operado por longo período com glicerol bruto, a COV suportada pelo sistema foi de até 4,3 kg 
DQO/m³·d (HUTŇAN et al., 2013). 
O óleo de semente de algodão é a terceira matéria-prima mais importante e a mais 
barata para a produção de biodiesel no Brasil (de SOUZA & SILVEIRA, 2011). Por isso, o 
objetivo deste estudo foi avaliar a aplicação de glicerol bruto gerado na produção de biodiesel 
a partir do óleo de semente de algodão como substrato direto em um reator UASB. Técnicas 
de biologia molecular foram utilizadas para avaliar as mudanças de diversidade microbiana 
durante as fases operacionais dos biorreatores. 
 
3.2 Materiais e métodos 
3.2.1 Caracterização do inóculo 
A biomassa utilizada como inóculo foi obtida de reator UASB utilizado no tratamento 
de esgoto doméstico da Estação de Tratamento de Esgotos (ETE) Mangueira, no município de 
Recife – PE. Para a caracterização do inóculo foram feitas a determinação dos sólidos 
suspensos totais (SST) e sólidos suspensos voláteis (SSV), segundo o Standard Methods for 
the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012), e a análise de atividade 
metanogênica específica (AME). 
O teste de AME foi realizado em triplicata, em garrafas reatores de borosilicato de 250 
ml (volume útil de 200 ml). Os reatores foram mantidos a 30 ºC em sala com temperatura 
controlada. As concentrações de biomassa (lodo anaeróbio floculento) e a quantidade de 
solução nutriente, cuja composição se encontra na Tabela 3.1, foram iguais a 3 g SSV/L e 
20% do volume útil do reator, respectivamente. O substrato utilizado foi uma solução de 
ácidos graxos voláteis (C2C3C4) com concentração igual a 3 g DQO/L. Foi adicionado 
bicarbonato de sódio (1:1 gNaHCO3:gDQO) de forma a manter a capacidade tampão do 






Tabela 3.1 – Composição da solução de macro e micronutrientes utilizada no teste de 
atividade metanogênica específica e na operação do reator UASB (FLORENCIO, 1994) 




MgSO4.7 H2O 0,100 
CaCl2 0,007 
Extrato de levedura 0,100 













 HCl 36% 1 ml/L 
 
A medição do metano produzido foi feita através do método de deslocamento de 
líquido: uma mangueira de PVC (tipo cristal) foi interligada entre o frasco reator e uma 
garrafa de Marriote invertida, contendo solução de hidróxido de sódio 3% (m/v). Esta solução 
é usada para absorver o CO2 produzido no biogás. Em seguida, o volume de solução de 
hidróxido deslocado pelo gás lavado foi medido através de pesagem do líquido coletado em 
recipiente plástico com capacidade de 1 L. 







    (3.1) 
 
onde: (g CH4/t) é a máxima taxa de produção diária (a partir da máxima inclinação da curva 
de produção acumulada de metano); F é o fator de conversão de CH4 para DQO (1g DQO 
corresponde a 405 g CH4-úmido;  V é o volume útil do reator em litros; SSV é a concentração 
da biomassa (determinada após a análise de sólidos). 
3.2.2 Caracterização físico-química do glicerol 
O glicerol bruto utilizado na presente pesquisa foi procedente da planta industrial 





Pernambuco (Figura 3.1). A unidade opera em regime de batelada, com capacidade de 
produção de 600.000 L/ano, utilizando o processo de transesterificação metílica do óleo de 
semente de algodão e hidróxido de sódio como catalisador. 
 
 
Figura 3.1 – Usina piloto de produção de biodiesel (Caetés-PE). a) Vista geral da 
unidade; b) Equipamentos utilizados no processo de produção de biodiesel 
 
 
   Fonte: Wamberto R. da Silva Jr. 
 
Os parâmetros de caracterização do glicerol bruto são apresentados na Tabela 3.2.  
 
Tabela 3.2 – Parâmetros de caracterização do glicerol bruto 
Parâmetro Método 
Temperatura (°C) Potenciométrico 
pH Potenciométrico 
Densidade (g/mL) Picnométrico 
Condutividade (µS/cm) Potenciométrico 
Potencial redox (mV) Potenciométrico 
DQO (g O2/L) Colorimétrico 
Cloretos (g/L) Cromatografia de íons 
Sódio (g/L) Cromatografia de íons 
Potássio (g/L) Cromatografia de íons 
Magnésio (g/L) Cromatografia de íons 
Cálcio (g/L) Cromatografia de íons 
Amônio (g/L) Cromatografia de íons 
Carbono (%) Analisador elementar 
Hidrogênio (%) Analisador elementar 
Nitrogênio (%) Analisador elementar 
Enxofre (%) Analisador elementar 
 
As determinações analíticas seguiram as metodologias descritas no Standard Methods 





de Bioenergia do Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE), em Caetés – 
PE. 
 
3.2.3 Operação e monitoramento do reator UASB 
Foi operado um reator do tipo UASB em escala de bancada com as seguintes 
características: 1 metro de altura e 9,5 centímetros de diâmetro interno (volume total de 7,0 
L), confeccionado em acrílico. O reator foi dividido em dois módulos, com três pontos 
coletores de amostras de lodo (Figura 3.2). O P1 (ponto de coleta 1) situava-se a 43 cm de 
altura, o P2 (ponto de coleta 2) a 26 cm de altura e o P3 (ponto de coleta 3) a 12 cm de altura 
em relação ao fundo do reator. 
 
Figura 3.2 – Esquema do reator anaeróbios de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB) 
 
   Fonte: a autora 
 
O reator UASB foi preenchido com aproximadamente 2,5 L de inóculo, o que 
corresponde a 33,7 g SSV/L. O afluente do reator era mantido em um recipiente, sendo a 
vazão afluente controlada por bomba peristáltica. A solução afluente era composta pelo 





As COVs foram aumentadas gradativamente de 0,5 a 8,0 kg DQO/m³.d, configurando 
diferentes fases operacionais. A mudança de fase no reator era efetuada quando o sistema 
estava adaptado ao regime de alimentação, isto é, quando os valores de pH, alcalinidade e 
eficiência de remoção de DQO se apresentavam estáveis. 
Durante a operação do UASB, as composições físico-químicas do afluente e efluente 
líquido, bem como a biomassa e biogás gerados foram acompanhadas através do 
monitoramento dos parâmetros constantes na Tabela 3.3. 
 
Tabela 3.3 – Programa de monitoramento dos parâmetros físico-químicos 
Parâmetros Frequência Método 
pH 3x/semana Potenciométrico 
Potencial redox (mV) 3x/semana Potenciométrico 
Alcalinidade (mg CaCO3/L) 3x/semana Titulométrico 
DQO total (mg O2/L) 3x/semana Colorimétrico 
DQO filtrada (mg O2/L) 3x/semana Colorimétrico 
AGV (mg/L) 3x/semana Cromatografia gasosa 
Cloretos e cátions (mg/L) 1x/semana Cromatografia de íons 
Série de Sólidos (mg/L) eventual Gravimétrico 
Biogás (ml CH4) diária Gasométrico 
Diversidade microbiana mudanças de fase PCR/DGGE 
 
3.2.4 Procedimento analítico 
Os teores de carbono, hidrogênio, nitrogênio e enxofre do glicerol bruto foram 
determinados em analisador elementar CHNS-O (CE Instruments, modelo EA 1110). A 
amostra foi pesada em cápsula de estanho e introduzida em reator de combustão através de 
amostrador automático. Após a combustão, os gases produzidos, são transportados por 
corrente de hélio através da superfície de cobre do interior do reator, separados por coluna de 
cromatografia gasosa e finalmente detectados por condutividade térmica (TCD). A análise foi 
realizada no Laboratório de Química Analítica, do Departamento de Química Fundamental da 
Universidade Federal de Pernambuco – DQF/UFPE. 
A quantificação de ânions (íon cloreto) foi realizada em cromatógrafo modelo ICS-2100 
(Dionex Sunnyvale, CA). A coluna analítica incluía uma pré-coluna IonPac AG23 (25x2 
mm), e uma coluna analítica IonPac AS23 (250x2 mm). A detecção foi realizada por um 
detector de condutividade por supressão. A condutividade do eluente foi suprimida através do 
supressor aniônico Dionex ASRS (2 mm), aplicando-se uma corrente ao supressor de 7 mA. 





bicarbonato de sódio 0,8 mM. Os cátions (sódio, potássio, magnésio, cálcio e amônio) foram 
quantificados em cromatógrafo modelo ICS-1100 (Dionex Sunnyvale, CA). A coluna 
analítica incluía uma pré-coluna IonPac CG12A (50x2 mm), e uma coluna analítica IonPac 
CS12A (250x2 mm). A detecção foi realizada por um detector de condutividade por 
supressão. A condutividade do eluente foi suprimida através do supressor catiônico Dionex 
CSRS (2 mm), 15 mA. O eluente foi ácido sulfúrico 11 mM, num fluxo de 0,25 mL/min. O 
volume de injeção das amostras era de 10 µL. A aquisição e tratamento de dados foram feitos 
através do software Chromeleon (Dionex). 
A determinação de pH, potencial redox, alcalinidade e ácidos graxos voláteis (AGV) era 
realizada imediatamente após a coleta das amostras do reator UASB. As determinações de 
alcalinidade, DQO, e sólidos foram feitas de acordo com os métodos 2320-B, 5220-D, 2540-
G, do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012). A 
eficiência de remoção de DQO foi baseada na DQO bruta afluente e a DQO solúvel efluente 
(após filtração em membrana 1,2 µm de fibra de vidro). A eficiência de remoção de DQO 
medida como metano foi calculada através da conversão da produção de metano (mL/dia) em 
DQO-CH4 (kg DQO/dia) usando a relação estequiométrica da massa de oxigênio necessária 
para oxidar completamente a massa de metano. O resultado foi dividido pela DQO efluente 
total (kg/dia). Depois disso, este dado foi comparado com a eficiência total de remoção de 
DQO (kg DQO total afluente/dia - kg DQO total efluente/dia). A comparação de ambos 
resulta na fração de DQO total removida convertida em metano. 
A quantificação de AGVs foi feita usando um cromatógrafo a gás (Agilent 7890A GC) 
acoplado a coluna Thermo Scientific™ TRACE™ TR-WAX (30 m x 0.25 mm x 0.25 µm). A 
detecção foi feita por detector de ionização de chama (FID). Os parâmetros usados na análise 
foram: hidrogênio como gás de arraste num fluxo de 1,34 mL/min, temperatura do injetor de 
250 °C, temperatura do detector e do forno foram 300 °C, volume de injeção da amostra de 
1 μL, taxa split de 10:1 (MORAES et al., 2000). 
A medição do biogás produzido foi realizada através de gasômetro Ritter (Alemanha), 
modelo MGC-1 V3.1 PMMA. Para a aquisição de dados de volume e fluxo de gás foi usado 
software Rigamo (Ritter). Com a finalidade de controlar a pressão de gás no separador de três 
fases (headspace) do reator e para remover o dióxido de carbono do biogás gerado, antes do 






3.2.5 Análise da ecologia de micro-organismos 
Para análise da ecologia microbiana presente no inóculo e nas amostras coletadas 
durante as mudanças de fase de operação do UASB foram utilizadas as técnicas de 
PCR/DGGE. As amostras foram lavadas em tampão PBS 1X, centrifugadas a 6000 rpm por 
10 minutos a 4 ºC e mantidas a -20 ºC até o momento da realização das análises. 
 
Extração de DNA 
A extração de DNA foi executada a partir de 0,5 g de lodo previamente lavado com 
PBS utilizando o kit comercial PowerSoil
TM
 DNA Isolation Kit (Mobio Laboratories, 
Califórnia - EUA). A pureza do DNA foi avaliada por espectrofotometria (relação 260/280) 
usando um instrumento Nanodrop (Thermo Scientific). 
PCR 
Os primers (iniciadores) utilizados para amplificação do  RNAr 16S de Bacteria e 
Archaea estão listados na Tabela 3.4. O mix para amplificação para bactérias teve um volume 
final de 50 µL, contendo tampão da enzima Taq DNA polimerase 1X, MgCl2 2 mM, 
desoxirribonucleotídeos trifosfatados 0,2 mM cada, primers 968F-GC e 1392R 0,2 µM cada, 
enzima Taq DNA polimerase 1U e aproximadamente 10 ng do DNA extraído. 
A reação de PCR começou com um período inicial de desnaturação de 4 min a 94 °C, 
seguido por 34 ciclos de 94 °C por 30 s, 48 °C por 30 s, 68 °C por 1 min, uma extensão final a 
68 °C por 5 min em termociclador modelo MyCycler Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, 
Califórnia - EUA). 
 
Tabela 3.4 – Primers específicos da reação em cadeia da polimerase para a amplificação de 
genes  RNAr 16S de Bacteria e Archaea 
Primer Sequência do primer (5’-3’) Referência 
968F †AACGCGAAGAACCTTAC Nielsen et 
al.  (1999) 1392R ACGGGCGGTGTGTAC 
1100F ††AACCGTCGACAGTCAGGYAACGAGCGAG Kudo et al.  
(1997) 1400R CGGCGAATTCGTGCAAGGAGCAGGGAC 
† Grampo GC adicionado à extremidade 5’ do primer: CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG 
††Grampo GC: CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG 
 
A amplificação do DNA para Archaea foi realizada com 50 μL do mix de reação sob as 
seguintes condições: desoxirribonucleotídeos trifosfatos 0,2 mM cada, MgCl2 1,5 mM, Taq 
DNA polimerase 1 U, primers 1100F-GC e 1400R 0,2 µM cada, tampão PCR 1X e 





programa: desnaturação do DNA a 94°C por 4 min, seguido por 34 ciclos a 94°C por 30 s, 
55°C por 30 s, 68°C por 1 min, com 7 min a 68°C para a extensão no final. Todos os 
reagentes usados na PCR foram produzidos pela Invitrogen (Life Technologies). 
Um controle negativo sem DNA foi incluído para confirmar a não contaminação dos 
reagentes da amplificação. Os produtos finais da PCR foram visualizados sob luz UV 
(transiluminador UV 302nm, UVP - Analitika Jena - Alemanha) em gel de agarose 1,8% após 
tratamento com brometo de etídio (5μg/mL). 
 
DGGE 
O produto da reação de PCR foi separado em bandas em gel com gradiente 
desnaturante. Cada banda obtida no gel de acrilamida representa, teoricamente, um micro-
organismo diferente. A eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) foi realizada 
em aparelho D-Code (Bio-Rad Laboratories, Califórnia, EUA) com ligeiras modificações do 
método descrito por Muyzer et al. (1993). Isto é, os produtos de PCR correram em gel de 
poliacrilamida 8% (peso/volume), em TAE (80 mM Tris base, 2,0 mM EDTA, 40 mM acetato 
de sódio, pH 7,4) usando gradientes desnaturantes variando de 45 a 65% (onde 100% 
desnaturante contém 7 M de uréia e formamida a 40%). A eletroforese foi realizada sob 
tensão de 220 V por 4,5 h. O tampão de eletroforese (TAE) foi mantido a 60ºC. Os géis foram 
corados com brometo de etídio, visualizados em um transiluminador UV (UVP - Analitika 
Jena - Alemanha) e fotografados (câmera Canon PowerShot A640). 
 
3.3 Resultados e discussão 
3.3.1 Caracterização do inóculo 
O lodo utilizado nos experimentos do presente estudo foi do tipo floculento, com uma 
concentração de sólidos suspensos voláteis igual a 94,4 mg SSV/g de lodo bruto (úmido). A 
análise da atividade metanogênica específica resultou em 0,18 g DQO-CH4/g SSV·d (72,5 mL 
CH4/g SSV·d). 
Este lodo possui uma quantidade significativa de sólidos inertes (FLORENCIO et al., 
2001). A entrada de areia na rede coletora associada à eficiência insatisfatória da caixa de 
areia existente na ETE Mangueira levou ao acúmulo de sólidos inertes no interior do reator. 
Por sua vez, isso ocasiona maior percentual de sólidos fixos em relação aos sólidos voláteis 





anteriormente: 0,18 - 0,25 g DQO/g SSV·d (FLORENCIO et al., 2001), e 0,15 g DQO/g 
SSV·d (SOUZA, 2013). 
 
3.3.2 Caracterização do glicerol bruto 
Os resultados obtidos na caracterização físico-química do glicerol bruto utilizado nesta 
pesquisa encontram-se na Tabela 3.5. 
 
Tabela 3.5 – Caracterização físico-química do glicerol bruto 
Parâmetro Valor 
Temperatura (°C) 27,5 
pH 9,7 
Densidade (g/mL) 1,05 
Condutividade (µS/cm) 351,0 
Potencial redox (mV) -186,7 
DQO (g O2/L) 1636,0 
Cloretos (g/L) 11,6 
Sódio (g/L) 31,6 
Potássio (g/L) 2,0 
Magnésio (g/L) 2,9 
Cálcio (g/L) 6,5 
Amônio (g/L) n.d. 
Carbono (%) 51,2 
Hidrogênio (%) 9,8 
Nitrogênio (%) 0,0 
Enxofre (%) 0,0 
n.d.: abaixo do limite de detecção 
 
Hutňan et al. (2009) operaram um reator UASB inoculado com biomassa suspensa sob 
COV de 4,0 kg glicerol bruto/m
3
·d, com uma produção estável de 979 ml de biogás (em 
média, 61% de metano) por ml de glicerol. Algumas das características do glicerol bruto 
utilizado (DQO 1600 g/L, pH 10,4, densidade 1052 kg/m
3
, Ntotal 2,06 g/L e Ptotal 0,72 g/L) 
eram similares às encontradas no presente estudo. Isto significa que o glicerol bruto pode ser 
facilmente decomposto com alta produção de biogás por ser um composto com elevado teor 
de substâncias orgânicas. 
 
3.3.3 Operação do reator UASB 
Os valores médios e desvios padrão da COV aplicada, a eficiência de remoção de DQO 





experimento conteve seis fases operacionais, com o reator sendo operado sob temperatura 
média de 26,5 ºC ± 1,5 ºC pelo período total de 280 dias. 
 
Tabela 3.6 – Valores médios e desvios padrão dos principais parâmetros analisados durante a 











Produção de CH4 
(L CH4/g DQO) 
I 44 0,50±0,16 7,3±0,3 86,1±15,3 67,2±14,3 0,261±0,070 
II 35 1,48±0,11 6,9±0,1 90,1±4,4 68,0±4,0 0,264±0,025 
III 70 2,65±0,24 6,8±0,1 92,5±2,3 67,1±4,4 0,261±0,012 
IV 16 5,72±0,59 7,3±0,3 85,9±7,8 53,8±4,4 0,209±0,032 
V 40 4,09±0,52 7,3±0,2 81,2±9,7 54,6±7,7 0,215±0,025 
VI 75 8,06±0,55 7,6±0,7 92,0±4,5 64,7±6,0 0,251±0,018 
 
A COV foi gradualmente aumentada desde a etapa I (0,50 kg DQO/m³·d) até a etapa VI 
(8,06 kg DQO/m³·d), resultando numa eficiência média de remoção de DQO de cerca de 
89%. 
Durante a Etapa I, o objetivo era adaptar a biomassa ao meio contendo glicerol bruto. 
Nesta fase, a eficiência média de remoção de DQO do reator UASB foi de 86%. Nas Etapas II 
e III, as eficiências de remoção de DQO alcançaram 90% e 92%, respectivamente, quando a 
COV foi aumentada até 2,65 kg DQO/m³·d (Tabela 3.6). 
Na Etapa IV (5,72 kg DQO/m³·d) o reator apresentou desempenho instável, 
possivelmente devido ao aumento dos valores de AGV causado pela baixa capacidade de 
tamponamento do sistema (alcalinidade total inferior a 1000 mg/L). O reator apresentou 
formação de espumas, expurga de lodo, queda da eficiência de remoção de DQO para valores 
de 66,4% (Figura 3.3), e queda no pH até o valor mínimo de 6,1 (Figura 3.3). As 
concentrações de AGVs e DQO efluentes aumentaram para 420 mg Ac
-
/L e 520 mg O2/L, 
respectivamente. 
Para evitar mais problemas operacionais, a COV foi intencionalmente reduzida para 
4,09 kg DQO/m³·d na etapa V.  Além disso, 4 g NaHCO3/L passaram a ser acrescentados ao 
reator para aumentar a capacidade tampão. Finalmente, depois de 205 dias de operação, a 
COV foi aumentada para 8,06 kg DQO/m³·d (etapa VI), como inicialmente previsto para a 
operação do reator. Nesta etapa, o reator atingiu o valor máximo de COV todo o período 






Figura 3.3 – Variação da COV aplicada, pH, eficiência de remoção de DQO e produção de 




Em relação à influência de sais presentes na solução afluente contendo glicerol bruto, 
observou-se que o aumento da COV resultou em aumento das concentrações de cloreto e de 
de sódio, bem como dos valores de condutividade, com valores máximos de 300 mg/L, 727 
mg/L e 3027 µS/cm, respectivamente. Os íons cloreto e sulfato contidos no glicerol bruto 
normalmente advém dos ácidos clorídrico ou sulfúrico que podem ser usados durante o passo 
de neutralização da produção de biodiesel. Já os íons sódio ou potássio são provenientes dos 
catalizadores usados no processo de transesterificação, geralmente hidróxidos de sódio ou 
potássio (VIANA et al., 2012). Concentrações de sódio de 5, 10, e 14 g de Na
+
/L causaram 





(RINZEMA et al., 1988). Sódio e potássio podem inibir seriamente o crescimento microbiano 
durante a degradação anaeróbica de glicerol em concentrações de 8 g de Na
+
/L ou 12 g de 
K
+
/L (VIANA et al., 2012). A concentração de cloretos necessária para causar inibição do 
processo de metanogênese está entre 4 e 9 g/L, porém, se o inóculo for devidamente 
aclimatado, é possível operar reatores alimentados com glicerol cru contendo concentrações 
de cloretos acima de 14 g Cl
-/L (VIANA, 2011). Hutňan et al. (2013) operando um reator 
UASB alimentado com glicerol bruto relataram uma falha repentina depois de 440 dias de 
operação, o que foi atribuído ao teor de sais inorgânicos dissolvidos, que chegou a 30 g/L. No 
presente estudo, é improvável que a inibição por sais inorgânicos tenha ocorrido devido à 
diluição do glicerol afluente. O fato de que a produção de metano tenha permanecido estável 
durante o período experimental confirma o efeito não inibitório destes sais. A eficiência de 
remoção de DQO medida como metano variou 64,7% a 68,0%, exceto nas fases IV e V, 
quando estes valores diminuíram para 53,8% e 54,6% (Tabela 3.6 e Figura 3.3). A produção 
média de metano para o período total de operação do reator UASB foi de 0,248±0,039 L 
CH4/g DQO aplicado. 
Comparando-se a remoção de DQO e a COV aplicada durante o período experimental 
do presente estudo com os trabalhos prévios similares, os resultados desta pesquisa podem ser 
considerados de sucesso, especialmente quando leva-se em consideração o uso de glicerol 
bruto. Vlassis et al. (2012) estudaram a digestão anaeróbica utilizando um CSTR, porém o 
reator era alimentado com glicerol puro. Quando a COV ultrapassou os apenas 0,25 kg 
DQO/m³·d aplicados, o desempenho do reator decaiu devido à acumulação de AGVs e à 
diminuição do pH. Os autores obtiveram uma produção máxima de metano de 0,30±0,04 L 
CH4/g DQO. Yang et al. (2008) utilizaram um bioreator de leito fixo preenchido com espuma 
de poliuretano alimentado com água residuária sintética e glicerol sob condições mesofílicas, 
e em modo semi-contínuo. Os autores obtiveram eficiência de remoção de DQO de 73,8%, 
com produção de metano máxima de aproximadamente 0,4 L CH4/g DQO. No entanto, a 
máxima COV estudada foi de apenas 0,70 kg DQO/m³·d. Kolesárová et al. (2011) relataram 
problemas similares aos do presente estudo (flotação de lodo, formação de espuma, e aumento 
das concentrações de DQO e AGV efluentes). A COV máxima do estudo foi igual a 2,17 kg 
DQO/m³·d. Quando o glicerol bruto foi usado como único substrato, o reator, do tipo CSTR, 
alcançou a produção específica média de biogás de 0,76 m³/L de glicerol. Ainda assim, os 





orgânico é possível, apesar dos efeitos de inibição e exigências específicas decorrentes da 
natureza e da composição do glicerol. 
Em outros trabalhos, boas eficiências de remoção de DQO e maiores COV foram 
alcançadas, mas depois de algum pré-tratamento do glicerol bruto. Nuchdang e Phalakornkule 
(2012) obtiveram eficiência de remoção de DQO total de 86% e teor de metano de 54% com 
um reator UASB alimentado com glicerol bruto proveniente de óleo de cozinha usado, 
entretanto o glicerol foi previamente tratado e acidificado (para remover óleos e gorduras). Os 
valores aplicados de COV variaram entre 1,3 e 2,6 kg DQO/m³·d. Hutňan et al. (2013) 
observaram uma boa eficiência de remoção de DQO e produção de biogás estável com alto 
teor de metano (até 70%), ao operar um reator UASB com COV de até 12 kg DQO/m³·d 
durante longo período. Entretanto, este valor elevado pode ser explicado pela utilização de 
glicerol pré-tratado por acidificação, o que resultou num teor mais elevado de glicerol 
afluente (80%) e quantidades mínimas de ácidos graxos de cadeia longa. 
Estes estudos anteriores, os quais podem ser comparados na Tabela 3.7, corroboram os 
resultados do presente trabalho, demonstrando a viabilidade da digestão anaeróbia de glicerol 
bruto para a produção de metano, com boa eficiência de remoção de DQO e alta COV 
aplicada. No entanto, a alimentação deve ser cuidadosamente regulada, a fim de evitar 





Tabela 3.7 – Carga orgânica máxima aplicada em diferentes reatores, eficiências de remoção de DQO e produção de metano em experimentos 
que utilizaram glicerol como substrato para digestão anaeróbia 
Substrato 
COV máxima aplicada 
(kg DQO/m³·d) 
Tipo de reator 
Eficiência de 
remoção de DQO 
Produção máxima de metano Autor 
Glicerol puro 0,25 CSTR 94% 0,30 L CH4/g DQO Vlassis et al. (2012) 
Glicerol puro 0,25 CSTR 94% 0,0074 L CH4/L·d Vlassis et al. (2013) 






Reator de leito 
fixo preenchido 
com espuma de 
poliuretano 
74% 0,4 L CH4/g DQO Yang et al. (2008) 
Glicerol bruto 
acidificado 
2,60 UASB 86% 0,32 L CH4/g DQO 




12,0 UASB n.i. 0,36 L CH4/g DQO Hutňan et al. (2013) 
Glicerol bruto 2,17 CSTR n.i. 0,40 L CH4/g DQO Kolesárová et al. (2011) 






3.3.4 Ecologia de micro-organismos 
A extração de DNA das amostras de lodo resultou nas concentrações apresentadas na 
Tabela 3.8. 
 





 Relação 260/280 




 11,1 1,9 
P2
c
 16,2 1,6 
P3
d
 14,2 1,8 
138 
P1 13,5 2,0 
P2 11,7 2,0 
P3 11,7 2,2 
155 
P1 10,7 2,2 
P2 9,8 1,8 
P3 8,8 1,8 
211 
P1 8,3 2,0 
P2 8,0 2,3 
P3 13,7 2,3 
240 
P1 17,0 1,9 
P2 14,9 2,1 
P3 13,9 2,2 
a
 tempo acumulado (dias); 
b
 ponto de coleta 1 situado a 43 cm de altura em relação ao fundo do reator; 
c
 ponto de 
coleta 2 situado a 26 cm de altura em relação ao fundo do reator; 
d
 ponto de coleta 3 situado a 12 cm de altura em 
relação ao fundo do reator; 
e
 concentração de DNA em ng/µL 
 
A razão entre 260/280 nm é utilizada para estimar a pureza das amostras de DNA e 
também de RNA. Uma amostra de DNA considerada pura apresenta razão de 
aproximadamente 1,8. Para uma razão de aproximadamente 2,0 considera-se que a amostra é 
pura para RNA. Se esta razão for menor do que estes valores, possivelmente há contaminação 
com proteínas, fenol ou outros contaminantes que absorvem fortemente em 280 nm (Thermo 
Scientific). Uma maior razão 260/280 se dá devido à maior proporção presente no RNA de 
uracila em comparação com a de timina (NanoDrop Technologies, 2007). Conforme 
observado na Tabela 3.8, as amostras de DNA extraídos do inóculo e do reator UASB 
apresentaram uma pureza satisfatória, apesar da baixa concentração de alguns pontos. 
A amplificação do material genético através do uso de primers universais para os 
domínios Bacteria e Archaea foi alcançada com êxito para todas as amostras. A partir dos 
produtos de PCR, foi feita a análise da diversidade de micro-organismos através da técnica de 






Figura 3.4 – Gel de DGGE para o domínio Bacteria do reator UASB 
 
I: inóculo, P1: ponto de coleta 1 situado a 43 cm de altura em relação ao fundo do reator; P2: ponto de coleta 2 
situado a 26 cm de altura em relação ao fundo do reator; P3: ponto de coleta 3 situado a 12 cm de altura em 
relação ao fundo do reator 
 
O perfil de bandas do gel referente ao domínio Bacteria sugeriu pequenas alterações na 
comunidade bacteriana durante a operação do reator (Figura 3.4). É possível ver numerosas 
bandas comuns a diferentes pontos de amostragem e em diferentes dias de operação. Isto 
indica (i) bom grau de mistura no interior do reator, uma vez que o padrão é o mesmo em 
todos os três pontos de amostragem; (ii) a 106 dias de operação o reator já se mostrava 
adaptado. A única mudança na comunidade bacteriana é vista na coleta realizada no 240º dia 
(Etapa VI), quando é possível observar o surgimento de algumas bandas, as quais não 






Figura 3.5 – Gel de DGGE para o domínio Archaea do reator UASB 
 
I: inóculo, P1: ponto de coleta 1 situado a 43 cm de altura em relação ao fundo do reator; P2: ponto de coleta 2 
situado a 26 cm de altura em relação ao fundo do reator; P3: ponto de coleta 3 situado a 12 cm de altura em 
relação ao fundo do reator 
 
Quanto à comunidade de arqueias (Figura 3.5), parece não haver mudanças na 
diversidade desde o inóculo até o final da operação do reator UASB (bandas a, b, c, d), exceto 
por nova banda que surge na etapa III e alcança a máxima intensidade na etapa IV (banda e).  
No entanto, quando o reator foi recuperado, esta banda reduz sua intensidade, e pode estar 
relacionada com arqueias mais adaptadas a altas concentrações de AGV. Uma boa candidata 
seria Methanosarcina cujas constantes cinéticas (menor afinidade pelo acetato, porém com 
maior velocidade máxima de crescimento) faz com este micro-organismo predomine sobre 
Methanosaeta, outra metanogênica acetoclástica que é dominante no lodo granular de um 
reator que opera corretamente, isto é, onde as concentrações de AGV se mantem baixas 
(DÍAZ et al., 2003; CONKLIN et al., 2006; DWORKIN, 2006). Na etapa VI, há uma ligeira 
mudança na comunidade com o surgimento de novas bandas (representadas pela letra f). 
Dinh et al. (2014) foram os únicos investigadores que estudaram as alterações na 





granular usado como inóculo para o tratamento de glicerol em escala laboratorial (reator em 
bateladas repetidas) visando à produção de metano. De acordo com os perfis de DGGE 
observados por estes autores, as mudanças das comunidades bacterianas foram mais 
significativas nas primeiras fases de fermentação, antes da introdução do glicerol e logo após 
a introdução de uma solução contendo glicose, acetato de sódio e lactato (solução GAL). As 
comunidades de arqueias, por outro lado, mudaram gradualmente ao longo do processo de 
aclimatação. Entretanto, assim como aconteceu no presente estudo, a comunidade bacteriana 
não mudou muito durante os estágios intermediários de aclimatação, isto é, quando o teor de 
glicerol foi aumentado de forma gradual na solução afluente até a total substituição da solução 
GAL. A falta de mudanças na comunidade bacteriana poderia estar relacionada com a 




Diante dos dados obtidos, pode-se concluir que: 
O glicerol bruto proveniente da produção de biodiesel pode servir como principal 
substrato para degradação anaeróbia com boa produção de biogás quando cargas orgânicas de 
até 8,1 kg DQO/m³.d são aplicadas. 
A eficiência média de remoção de DQO alcançou 89%, com uma produção máxima de 
metano igual a 0,330 L CH4/g DQO. 
É importante que a alimentação do reator seja cuidadosamente regulada a fim de 
proporcionar alcalinidade suficiente para evitar a sobrecarga do sistema, a formação de 
espumas ou a flotação da biomassa e a redução da eficiência de remoção de DQO. 
Poucas mudanças ocorreram nas comunidades microbianas em relação aos domínios 






Capítulo 4 – Produção de 1,3-propanodiol e hidrogênio a partir de glicerol 
por cultura mista anaeróbia 
4.1 Introdução 
 
Os biocombustíveis (biodiesel, bioetanol, bio-hidrogênio, metano) tornaram-se uma 
fonte de energia alternativa ao petróleo por serem renováveis, gerar menos emissões de 
resíduos e reduzir o efeito estufa (DEMIRBAS, 2008). A produção mundial de biodiesel teve 
um crescimento exponencial entre os anos de 2006 e 2011. O aumento no preço do diesel 
convencional estava entre as principais razões para o crescimento na produção e demanda 
(QUISPE et al., 2013). Em 2011 houve um forte declínio na produção de biodiesel, entretanto 
países como Brasil, Indonésia, Tailândia e Malásia foram capazes de manter a tendência de 
aumento de produção dos anos anteriores (UNITED NATIONS, 2014). Atualmente, a 
estimativa global de produção de biodiesel é alcançar 41 bilhões de litros em 2022 e a União 
Europeia está prevista para ser a maior produtora, com 45%, seguida pelos EUA e o Brasil 
com 15% e 8%, respectivamente (UNITED NATIONS, 2014). 
Glicerol, um subproduto da produção de biodiesel, tem se acumulado massivamente, 
tornando o mercado saturado (TAN et al., 2013). Uma possível solução é converter o glicerol 
residual em outros compostos de alto valor econômico através do processo de fermentação 
anaeróbia, levando à produção de produtos tais 1,3-propanodiol (1,3-PDO) e hidrogênio (H2) 
(PACHAURI & HE, 2006; SELEMBO et al., 2009). A produção microbiana do 1,3-PDO tem 
recebido muita atenção, por ser um processo mais simples, sem intermediários tóxicos e que 
contém menos impurezas em relação ao 1,3-PDO sintetizado quimicamente (da SILVA et al., 
2014b), além de ser altamente específica para a fermentação de glicerol (DECKWER, 1995). 
A produção biológica de H2 a partir de glicerol tem sido apontada como a solução mais 
sustentável e aceitável dos pontos de vista econômico e ambiental (BALAT & KIRTAY, 
2010). 
A maioria dos estudos atuais envolvendo a produção de 1,3-PDO ou H2 a partir de 
glicerol tem utilizado cultivos puros, especialmente enterobactérias. Barbirato et al. (1995) 
obtiveram 0,61 mol 1,3-PDO/mol glicerol quando utilizaram Enterobacter agglomerans para 
converter glicerol em 1,3-PDO. Rossi et al. (2013), por sua vez, usaram Klebsiella 
pneumoniae, alcançando rendimento máximo de 0,46 mol 1,3-PDO/mol glicerol em 
experimentos em batelada sob condições de pH controladas (pH 7,0). No estudo de Jolly et al. 





glicerol consumido) usando Lactobacillus reuteri. Em relação à produção de H2, Lo et al. 
(2013) alcançaram rendimento de 0,77 mol H2/mol glicerol ao operar um reator do tipo CSTR 
usando Clostridium pasteurianum e glicerol bruto como substrato. Entretanto, ainda são 
poucos os trabalhos desenvolvidos estudando a conversão de glicerol em 1,3-PDO ou H2 
utilizando culturas mistas (SEIFERT et al., 2009; SELEMBO et al., 2009; SITTIJUNDA & 
REUNGSANG, 2012; KIVISTÖ et al., 2013; LIU et al., 2013). 
A operação de sistemas em escala real contendo culturas puras pode ser 
economicamente inviável devido à necessidade de usar meios minerais mais complexos e de 
trabalhar em condições de esterilidade (GALLARDO et al., 2014; de SOUZA et al., 2014; 
SHARMA et al., 2011). Por outro lado, culturas mistas podem ter uma grande biodiversidade, 
mas apenas um número limitado de micro-organismos, os que melhor se adaptarem às 
condições impostas, é predominante. Sendo assim, um dos maiores desafios deste estudo era 
fazer com que o inóculo – uma cultura mista proveniente de lodo de uma estação de 
tratamento de efluentes anaeróbia – produzisse como principais metabólitos finais 1,3-PDO e 
H2. Este trabalho objetivou adaptar lodo anaeróbio à fermentação de glicerol com produção de 
1,3-PDO e H2, bem como definir as condições operacionais de reator tipo UASB para 
alcançar rendimentos máximos dos produtos desejados. 
 
4.2 Materiais e métodos 
4.2.1 Obtenção do inóculo 
Em todos os experimentos foi usado como inóculo lodo granular anaeróbio, obtido a 
partir do fundo de um reator UASB industrial tratando águas residuárias da cervejaria Mahou 
- San Miguel SA (Madri, Espanha). O lodo foi elutriado e mantido a 4 °C até o momento de 
seu uso. Análises de sólidos suspensos voláteis (SSV) resultaram em 59 g SSV/L. 
4.2.2 Design de Plackett-Burman 
Para determinar os fatores que apresentam efeito significativo na produção de 1,3-PDO 
e H2, foi realizado um planejamento experimental do tipo Plackett-Burman (PB). O teste de 
PB foi realizado em frascos reatores em batelada, conforme descrito no item 4.2.3, a seguir. 
Foram avaliadas doze variáveis quantitativas e uma variável qualitativa (lodo com ou sem 
pré-tratamento térmico) em 20 ensaios montados de forma aleatória. Cada variável foi testada 
nos níveis baixo (-1) e alto (+1), em duplicata. A matriz do planejamento é apresentada na 





referentes à produção de H2 e/ou 1,3-PDO a partir de culturas puras ou enriquecidas 
(CHOOKAEW et al., 2014; ROSSI et al., 2013; VARRONE et al., 2013). As respostas 
obtidas foram rendimento de 1,3-PDO e de H2 (mol/mol de glicerol degradado). Uma análise 
de variância (ANOVA) foi realizada para achar as variáveis que possuem efeito significativo 
nas respostas (quando p < 0,05) após 24 h de experimento. O pré-tratamento térmico (choque 






Tabela 4.1 – Matriz do delineamento experimental de Plackett-Burman para avaliação dos fatores significativos (X1 a X13) para a produção de 










































1 40 (+1) 5 (-1) 5 (+1) 5 (+1) 0 (-1) 1 (-1) 1 (-1) 1 (-1) 5 (+1) 0,4 (+1) 5 (+1) 0 (-1) Com (+1) 
2 40 (+1) 8 (+1) 0 (-1) 5 (+1) 5 (+1) 1 (-1) 1 (-1) 1 (-1) 0 (-1) 0,4 (+1) 0 (-1) 5 (+1) Sem (-1) 
3 5 (-1) 8 (+1) 5 (+1) 0 (-1) 5 (+1) 7 (+1) 1 (-1) 1 (-1) 0 (-1) 0,4 (+1) 5 (+1) 0 (-1) Com (+1) 
4 5 (-1) 5 (-1) 5 (+1) 5 (+1) 0 (-1) 7 (+1) 5 (+1) 1 (-1) 0 (-1) 0,4 (+1) 0 (-1) 5 (+1) Sem (-1) 
5 40 (+1) 5 (-1) 0 (-1) 5 (+1) 5 (+1) 1 (-1) 5 (+1) 2 (+1) 0 (-1) 0 (-1) 0 (-1) 0 (-1) Com (+1) 
6 40 (+1) 8 (+1) 0 (-1) 0 (-1) 5 (+1) 7 (+1) 1 (-1) 2 (+1) 5 (+1) 0,4 (+1) 0 (-1) 0 (-1) Sem (-1) 
7 40 (+1) 8 (+1) 5 (+1) 0 (-1) 0 (-1) 7 (+1) 5 (+1) 1 (-1) 5 (+1) 0,4 (+1) 0 (-1) 0 (-1) Sem (-1) 
8 40 (+1) 8 (+1) 5 (+1) 5 (+1) 0 (-1) 1 (-1) 5 (+1) 2 (+1) 0 (-1) 0,4 (+1) 5 (+1) 0 (-1) Sem (-1) 
9 5 (-1) 8 (+1) 5 (+1) 5 (+1) 5 (+1) 1 (-1) 1 (-1) 2 (+1) 5 (+1) 0 (-1) 5 (+1) 5 (+1) Sem (-1) 
10 40 (+1) 5 (-1) 5 (+1) 5 (+1) 5 (+1) 7 (+1) 1 (-1) 1 (-1) 5 (+1) 0,4 (+1) 0 (-1) 5 (+1) Com (+1) 
11 5 (-1) 8 (+1) 0 (-1) 5 (+1) 5 (+1) 7 (+1) 5 (+1) 1 (-1) 0 (-1) 0 (-1) 5 (+1) 0 (-1) Com (+1) 
12 40 (+1) 5 (-1) 5 (+1) 0 (-1) 5 (+1) 7 (+1) 5 (+1) 2 (+1) 0 (-1) 0 (-1) 5 (+1) 5 (+1) Sem (-1) 
13 5 (-1) 8 (+1) 0 (-1) 5 (+1) 0 (-1) 7 (+1) 5 (+1) 2 (+1) 5 (+1) 0,4 (+1) 0 (-1) 5 (+1) Com (+1) 
14 5 (-1) 5 (-1) 5 (+1) 0 (-1) 5 (+1) 1 (-1) 5 (+1) 2 (+1) 5 (+1) 0,4 (+1) 0 (-1) 0 (-1) Com (+1) 
15 5 (-1) 5 (-1) 0 (-1) 5 (+1) 0 (-1) 7 (+1) 1 (-1) 2 (+1) 5 (+1) 0 (-1) 5 (+1) 0 (-1) Sem (-1) 
16 5 (-1) 5 (-1) 0 (-1) 0 (-1) 5 (+1) 1 (-1) 5 (+1) 1 (-1) 5 (+1) 0 (-1) 5 (+1) 5 (+1) Sem (-1) 
17 40 (+1) 5 (-1) 0 (-1) 0 (-1) 0 (-1) 7 (+1) 1 (-1) 2 (+1) 0 (-1) 0 (-1) 5 (+1) 5 (+1) Com (+1) 
18 40 (+1) 8 (+1) 0 (-1) 0 (-1) 0 (-1) 1 (-1) 5 (+1) 1 (-1) 5 (+1) 0 (-1) 5 (+1) 5 (+1) Com (+1) 
19 5 (-1) 8 (+1) 5 (+1) 0 (-1) 0 (-1) 1 (-1) 1 (-1) 2 (+1) 0 (-1) 0 (-1) 0 (-1) 5 (+1) Com (+1) 





4.2.3 Ensaios em reatores de batelada 
O teste de PB foi realizado através da montagem de um experimento em batelada, 
utilizando biorreatores (frascos de soro de 35 mL). Cada reator continha volume útil de 20 
mL. A composição do meio, o pH inicial e o pré-tratamento dado ao lodo (inóculo) 
variaram de acordo com o design experimental descrito na Tabela 4.1. Como substrato foi 
utilizado glicerol quimicamente puro (85%, grau Ph Eur - Merck). O ajuste do pH foi 
realizado com NaOH ou HCl 1 M. 
Os frascos de soro foram fechados com rolhas de borracha butílica e lacrados com 
tampas de alumínio. Em seguida foram autoclavados por 15 min a 1 atm. Após esfriamento 
do meio, foram inoculados 1,5 g SSV lodo granular/L reator. O lodo utilizado no inóculo 
foi previamente filtrado em gaze estéril, visando à remoção do excesso de água. Os frascos 
foram gaseados com N2:CO2 80:20 por 3 minutos. A incubação foi estática, na ausência de 
luz, em câmara termostática a 30 ºC. As amostras para análise das fases líquida (glicerol, 
1,3-PDO e outros produtos de fermentação) e gasosa (H2, CH4 e CO2) foram coletadas 
após 24h e após 5 dias da montagem inicial do experimento. Com base nos resultados 
obtidos, foram ajustados os parâmetros para a etapa seguinte. 
 
4.2.4 Ensaio em reatores de fluxo contínuo 
Nesta fase foram utilizados dois reatores do tipo UASB em acrílico, denominados R1 
e R2 (Figura 4.1), com volume total de 5,4 L, trabalhando com tempo de detenção 
hidráulica médio de 20 h. A inoculação dos reatores se deu através do preenchimento de 
1/3 de seu volume total com lodo previamente elutriado (aproximadamente 18 g SSV/L 
reator). 
A carga de glicerol foi aumentada gradativamente (de 5 a 15 g glicerol/L·d) até 
alcançar a carga orgânica de glicerol (CO-G) máxima admissível. O monitoramento dos 
reatores foi feito através de análises de suas fases líquidas e gasosas, de duas a três vezes 
por semana. Os reatores foram mantidos numa sala termostatizada a 30 °C. Para cada 
reator, o afluente era mantido em refrigerador, em recipientes de volume compatível com o 
volume necessário para dois a três dias de alimentação, sendo a vazão afluente controlada 
por bomba peristáltica. 
A solução afluente era composta por glicerol diluído em solução contendo macro e 
micro nutrientes. Para reduzir o custo operacional de tratamento de águas residuárias, é 
desejável não adicionar qualquer suplemento. Sendo assim, a operação de reatores foi 





modificado (Tabela 4.2 - Meio 1). O pH afluente foi de 6,8 (R1) e 5,5 (R2). Após 83 dias 
de operação o meio mineral foi substituído pelo Meio 2 (Tabela 4.2), conforme descrito na 
seção 4.3.2. 
 
Figura 4.1 – Reatores do tipo UASB operados durante 165 dias de experimento 
 
Foto: a autora 
 





Solução micronutrientes² (mg/L) 
3,4 K2HPO4·3H2O 0,28 NH4Cl 2,0 FeCl2·4H2O 
1,3 KH2PO4 0,25 K2HPO4·3H2O 0,05 ZnCl2 
2,0 (NH4)2SO4 0,328 KH2PO4 0,5 MnCl2·4H2O 
0,2 MgSO4·7H2O 0,1 MgSO4·7H2O 0,142 NiCl2·6H2O 
0,02 CaCl2·2H2O 0,01 CaCl2·H2O 0,05 H3BO3 
0,005 FeSO4·7H2O 0,1 extrato de levedura 0,038 CuCl2·2H2O 
0,1 extrato de levedura 1 mL/L solução micronutrientes 2,0 CoCl2·6H2O 
  0,09 AlCl3·6H2O 
  0,05 (NH4)6Mo7O24·4H2O 
  1,0 EDTA 
  0,2 resazurina 





4.2.5 Métodos analíticos 
As análises de SSV, demanda química de oxigênio (DQO) e alcalinidade foram 
determinadas segundo os métodos 2540-E, 5220-D e 2320-B respectivamente, descritos no 
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012). 
Para quantificação dos gases foi utilizado cromatógrafo de gases Bruker Serie Bypass 
450-GC, equipado com um injetor on column a 150 ºC, duas colunas a 50 ºC (1ª: CP2056 
0,6 m x 1/8” Ultimetal Cromosorb GHP 100-120 mesh; 2ª: CP81073 0,5 m x 1/8” 
Ultimetal Hayesep Q80-100 mesh), um detector de condutividade térmica (TCD) a 200 ºC 
para a determinação de CO2 e H2 e um detector de ionização de chama (FID) a 250 ºC para 
o CH4. Como gás de transporte se utilizou N2. A produção total de biogás nos reatores 
UASB foi determinada mediante gasômetros (Schlumberger ou Ritter). 
O glicerol, 1,3-PDO e outros produtos da fermentação anaeróbia foram quantificados 
através de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) (Agilent 1200 Infinity Series), 
composto por coluna Agilent MetaCarb 67H 300 x 6.5 mm e um detector de índice de 
refracção (Agilent 1260 Infinity Refractive Index Detector - RID) operado a 40 °C, com 
fluxo isocrático de 0,65 ml/min de H2SO4 a 0,05% como solvente transportador. O volume 
de injeção da amostra foi de 20 µl e a identificação de picos foi efetuada por comparação 
do tempo de retenção entre a amostra e os compostos padrão, através do software OpenLab 
1260 (Agilent). Todas as amostras injetadas foram previamente centrifugadas por 10 
minutos a 14000 rpm. 
Para a montagem do delineamento experimental de PB e a análise estatística dos 
dados foi utilizado o software estatístico Design-Expert® versão 6 (DX6), Stat-Ease Inc. 
(Minneapolis, USA). 
 
4.2.6 Análise da morfologia e diversidade de micro-organismos 
Microscopia de varredura 
Amostras de lodo granular do inóculo e dos reatores UASB foram analisadas quanto 
à sua integridade estrutural e morfologia de micro-organismos em microscópio eletrônico 
de varredura (MEV). Para preservar a estrutura dos grânulos, as amostras foram 
previamente fixadas em glutaraldeído 2,5% por 2 h. Em seguida, foram lavadas, sob 
agitação suave, com cacodilato sódico (0,2 M, pH 7,1) por 30 min. Os próximos passos 
compreendem a desidratação das amostras em etanol 10%, 30%, 50%, 70% e 90%, por 20 





Previamente às análises em microscópio, modelo Hitachi S-3000N com analisador 
INCAx-sight (Oxford Instruments), as amostras foram submetidas a dióxido de carbono 
líquido para secagem em ponto crítico (K850 Critical Point Dryer) e metalizadas (Quorum 
Technologies, Q150T S). 
Extração de DNA e PCR 
A extração de DNA das amostras de lodo granular correspondentes ao inóculo e às 
coletas dos reatores UASB foi realizada com PowerSoil
TM 
DNA Isolation Kit (Mobio 
Laboratories, California, USA). 
Para amplificação do fragmento de DNAr 16S e sua posterior análise por DGGE, 
foram utilizados os conjuntos de primers (iniciadores) 341F-GC e 907R, para o domínio 
Bacteria, e 622F-GC e 1100R, para o domínio Archaea (Tabela 4.3). O mix para 
amplificação teve um volume final de 50 µL, contendo tampão 1X (sem MgCl2), MgCl2 2 
mM, desoxirribonucleotídeos trifosfatados 0,25 mM cada, primer F (0,5 µM), primer R 
(0,5 µM), enzima Taq DNA polimerase (1U/reação) e 0,4 µL do DNA extraído. O volume 
foi completado para 50 µL com água ultrapura estéril. Cada amostra foi feita em duplicata. 
Os 100 µL totais de produtos de PCR foram concentrados em até 35 µL, utilizando-se 
equipamento Eppendorf Concentration plus. Após esse procedimento, as amostras foram 
carregadas no gel de DGGE. Um controle negativo sem DNA foi incluído para confirmar a 
não contaminação dos reagentes da amplificação. O tamanho do produto de PCR foi 
estimado por eletroforese em gel de agarose 1% após tratamento com brometo de etídio 
(1μg/mL), utilizando o conjunto de marcadores de peso molecular φ-29/HindIII. 
 
Tabela 4.3 – Primers específicos da reação em cadeia da polimerase para a amplificação de 
um fragmento do gene RNAr 16S, de Bacteria e Archaea 
Primer Sequência do primer (5’-3’) Referência 
341F-GC †CCTACGGGAGGCAGCAG Muyzer et al. (1997) 
907R CCGTCAATTCMTTTGAGTTT Chan et al. (2001) 
622F-GC †TGAAATCYYRTAATCCC Chan et al. (2001) 
1100R GGGTTGCGCTCGTTG Lane (1991) 
Código IUB (Internacional Union of Biochemistry): M = A, C; Y = T, C 
†Grampo GC, 5’-GCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG-3’, adicionado à extremidade 5’ do 
primer 
 
Os programas de PCR impostos ao termociclador (modelos GeneAmp PCR System 
2400 - Applied Biosystems, USA e T100
TM
 Thermal Cycler - Bio-Rad Laboratories, USA) 






Figura 4.2 – Conjuntos de primers e programas utilizados para a amplificação de genes  




O produto da reação de PCR foi separado em bandas em gel com gradiente 
desnaturante. A DGGE foi realizada conforme método descrito por Muyzer et al. (1993), 
em aparelho D-Code (Bio-Rad Laboratories, Califórnia, USA). Isto é, os produtos de PCR 
correram em gel de acrilamida/bis-acrilamida (37,5:1) 8% (peso/volume), em tampão TAE 
(40 mM Tris base, 1,0 mM EDTA, 20 mM acetato de sódio, pH 7,4) usando gradientes 
desnaturantes variando de 40 a 70% (onde 100% desnaturante contém 7 M de uréia e 
formamida a 40%). A eletroforese foi realizada sob tensão de 240 V  por 4 h a 60ºC. Os 
géis foram corados com brometo de etídio, visualizados em um transiluminador UV e 
fotografados. 
Sequenciamento 
As bandas de DGGE foram excisadas, reamplificadas por PCR, purificadas com 
polietilenoglicol 10g PEG6000 em 50 ml NaCl 2,5M) e sequenciadas pelo serviço de 
sequenciamento do Centro de Astrobiología – INTA-CSIC (Madrid). As sequencias foram 
analisadas utilizando a base de dados do NCBI (National Center for Biotechnology 
Information) e a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), disponível 






4.3 Resultados e discussão 
4.3.1 Composição do meio para produção de 1,3-PDO e H2 
A influência de 13 variáveis nos rendimentos de 1,3-PDO e hidrogênio (mol/mol de 
glicerol consumido) são apresentadas na Tabela 4.4. A análise de variância mostrou que o 
modelo para produção de 1,3-PDO foi significativo (p = 0,0127). O coeficiente de 
determinação (R²) – uma medida de ajustamento do modelo estatístico linear em relação 
aos valores observados – foi igual a 0,94, o que explica 94% destes valores. 
 
Tabela 4.4 – Níveis das variáveis e resultados da análise estatística do desenho de Plackett-







(mol H2/mol glicerol) 
-1 +1 Coeficiente F p Coeficiente F p 
Glicerol (g/L) 5 40 -0,07 19,88 0,004* -0,08 1,53 0,26 
pH 5 8 0,03 3,00 0,13 0,03 0,25 0,64 
Extrato de levedura 
(g/L) 
0 5 0,05 8,96 0,02* 0,06 0,92 0,37 
Triptona (g/L) 0 5 -0,05 8,25 0,03* 0,06 0,90 0,38 
Peptona (g/L) 0 5 0,04 5,02 0,07 0,005 0,005 0,94 
K2HPO4 (g/L) 1 7 -0,01 0,61 0,46 -0,009 0,023 0,88 
KH2PO4 (g/L) 1 5 0,009 0,33 0,58 -0,05 0,58 0,47 
(NH4)2SO4 (g/L) 0 5 0,01 0,72 0,43 0,02 0,067 0,80 
NH4Cl (g/L) 0 5 -0,03 2,59 0,16 0,05 0,60 0,47 
MgSO4 (g/L) 0 0,4 0,05 8,41 0,03* -0,05 0,57 0,48 
FeSO4 (mg/L) 0 5 -0,02 1,94 0,21 0,02 0,14 0,72 
CaCl2 (mg/L) 0 5 -0,04 6,47 0,04* 0,04 0,41 0,54 
Choque térmico sem com 0,08 24,45 0,003* -0,09 2,09 0,20 
Coeficiente: coeficiente linear do modelo; F: o valor F provém do teste Fisher de significância; *Variáveis 
significativas (p < 0,05) 
 
Seis variáveis apresentaram efeitos significativos (valor de p < 0,05) ao rendimento 
de 1,3-PDO: concentração de glicerol, extrato de levedura, triptona, MgSO4, CaCl2 e 
choque térmico do lodo (Tabela 4.4). O rendimento de 1,3-PDO variou entre 0,0 (reatores 
que não produziram 1,3-PDO) e 0,5 mol/mol glicerol degradado (Apêndice 1). 
As variáveis extrato de levedura, MgSO4, e choque térmico mostraram efeitos 
positivos sobre o rendimento de 1,3-PDO, isso quer dizer que a influência destes fatores é 
maior quando estão em seus níveis altos (+1). Por outro lado, a concentração de glicerol, 
triptona e CaCl2 parecem ter efeitos negativos, isto é, possuem maior influência no 





que a concentração de glicerol tenha mostrado efeito negativo no rendimento de 1,3-PDO 
sugeria que o inóculo deveria ser adaptado ao glicerol como substrato. E, portanto, foi 
decidido operar dois reatores UASB (R1 e R2). 
Quanto ao rendimento de hidrogênio, o modelo não foi significativo (p = 0,62). Há 
uma chance de 78% de que este modelo poderia ocorrer devido ao ruído, isto é, devido a 
uma sequencia de erros aleatórios. Neste caso, não há termos significativos do modelo. 
 
4.3.2 Operação dos reatores UASB 
Visando a adaptação do lodo anaeróbio ao glicerol, dois reatores UASB foram 
operados inicialmente com carga orgânica (CO-G) igual a 5 g glicerol/L·d usando meio 
mineral mínimo (Tabela 4.2 - Meio 1). Para inibir a atividade metanogênica, um dos 
reatores (R2) foi operado com pH inicial ácido (5,5), uma vez que os reatores montados 
para o experimento de Plackett-Burman demonstraram que, apesar do tratamento de 
choque térmico do lodo, houve uma pequena produção de metano após 5 dias. 
A Figura 4.3 mostra que o consumo de glicerol nos primeiros dias é de 100%, dessa 
forma, a carga orgânica foi gradativamente aumentada até alcançar 15 g glicerol/L·d (Fase 
1). Isso levou a uma redução drástica nas eficiências de remoção (consumo de glicerol), de 
modo que, após 30 dias de operação, tentou-se ajustar a CO-G a 8 g glicerol/L·d (Fase 2 – 
Figura 4.3 e Tabela 4.5); e passou-se a ser adicionada uma solução de micronutrientes 
(Tabela 4.2). 
Com o passar do tempo, o consumo de glicerol aumentou gradativamente no R2 
(Figura 4.3). No entanto, as mudanças ocorridas na Fase 2 levaram a um ligeiro aumento 
no rendimento de propionato e uma diminuição no rendimento de 1,3-PDO (Tabela 4.5 e 
Figura 4.3). Finalmente, no dia 83, o meio utilizado foi alterado para o Meio 2 (Tabela 
4.2). Estas novas mudanças (Fase 3) levaram a uma diminuição no propionato produzido 
(<0,2 mol propionato/mol glicerol) e um aumento no rendimento de 1,3-PDO (Figura 4.3 e 
Tabela 4.5). 
O pH médio efluente entre as Fases 1 e 3 foi igual a 3,9 (R1) e 3,6 (R2). Diferentes 
cepas microbianas, tais como Clostridium, Klebsiella e Citrobacter produzem 1,3-PDO a 
partir do glicerol como parte do seu metabolismo de regeneração de NADH. O pH ótimo 
para a produção de 1,3-PDO por estes micro-organismos se encontra entre 5,5 e 7,0 
(SAXENA et al., 2009). Sendo assim, a partir do dia 105 de operação passou-se a 
adicionar 0,3 g de bicarbonato de sódio (NaHCO3)/g DQO afluente, visando o aumento da 





valores superiores a 90% em ambos reatores e o glicerol voltou a ser convertido 
principalmente em 1,3-PDO (Figura 4.3 e Tabela 4.5). Nesta fase, o pH efluente foi de 
aproximadamente 5, em ambos reatores. O rendimento máximo de 0,8 mol 1,3-PDO/mol 
glicerol foi alcançado, nos dois reatores, mas apenas nos dias 107 e 109. Além disso, 
também foram detectadas pequenas quantidades de etanol (0,01-0,07 para R1 e 0,01-0,05 
mol etanol/mol glicerol para R2). 
 
Figura 4.3 – Carga orgânica de glicerol (CO-G), consumo de glicerol (%) e rendimentos 









Tabela 4.5 – Médias e desvios padrão da carga orgânica de glicerol (CO-G), consumo de 
glicerol, e rendimentos dos subprodutos e hidrogênio formados nos reatores R1 e R2 
durante os 165 dias de experimento 
 
Reator UASB 1 (R1) Reator UASB 2 (R2) 
 
Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4 Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4 
CO-G 
(g gli/L·d) 
9,2±4,0 7,6±1,2 7,1±1,3 8,6±3,2 9,8±3,8 7,7±1,5 8,0±1,2 10,4±2,6 
Consumo 
(%) 
77±27 51±15 66±19 95±9 64±34 51±14 77±14 91±13 
1,3-PDO 
(mol/mol) 
0,32±0,24 0,27±0,15 0,40±0,07 0,42±0,16 0,36±0,09 0,29±0,10 0,33±0,07 0,43±0,14 
Propionato 
(mol/mol) 
0,23±0,08 0,26±0,16 0,21±0,19 0,07±0,06 0,15±0,16 0,29±0,15 0,22±0,13 0,03±0,02 
Acetato 
(mol/mol) 
0,11±0,07 0,06±0,06 0,05±0,03 0,16±0,08 0,17±0,06 0,04±0,02 0,04±0,02 0,11±0,07 
Butirato 
(mol/mol) 
0,04±0,03 0,02±0,01 0,080,06 0,05±0,04 0,03±0,01 0,02±0,01 0,05±0,02 0,06±0,04 
Etanol 
(mol/mol) 
n.d. n.d. n.d. 0,02±0,02 n.d. n.d. n.d. 0,02±0,01 
Butanol 
(mol/mol) 
n.d. n.d. n.d. 0,01±0,01 n.d. n.d. n.d. 0,01±0,01 
H2 
(mol/mol) 
0,02±0,01 0,03±0,02 0,02±0,02 0,00±0,00 0,01±0,01 0,05±0,02 0,04±0,01 0,01±0,01 
*n.d.: não detectado 
 
A análise da composição do biogás mostrou que para R1 o rendimento médio de 
metano foi de 0,01 mol CH4/mol glicerol ao longo de todo o experimento. No R2, não 
houve produção de metano durante os primeiros 104 dias de operação, nos quais o pH 
inicial era ácido (Figura 4.3B). Após a adição de NaHCO3 (Fase 4), nota-se um ligeiro 
aumento na produção de CH4 (rendimento máximo de 0,01 mol CH4/mol glicerol). A 
produção de H2 oscilou entre 0,01 e 0,07 mol H2/mol glicerol para R1 e 0,01 e 0,08 mol 
H2/mol glicerol para R2. Vale salientar que a produção de H2 e de 1,3-PDO são rotas que 
competem em termos de redução equivalentes (GALLARDO et al., 2014). 
No presente estudo o rendimento médio de 1,3-PDO foi de 0,35 mol/mol glicerol. 
Durgapal et al. (2014) alcançaram rendimento de 0,42 mol 1,3-PDO/mol glicerol quando 
K. pneumoniae foi cultivada em batelada alimentada (alimentações sucessivas). Metsoviti 
et al. (2013) alcançaram rendimento de aproximadamente 0,48 mol 1,3-PDO/mol de 
glicerol consumido usando C. freundii em batelada alimentada. Jolly et al. (2014) usaram 
Lactobacillus reuteri em estudos de batelada alimentada com a co-alimentação de glicose e 
glicerol na proporção molar de 1,5, alcançando rendimento de 0,97 1,3-PDO mol/mol 
glicerol consumido, valor muito próximo do teórico (1 mol/mol). Como vemos, todos 
utilizaram cultivos puros. O uso de organismos geneticamente modificados também foi 
relatado. Przystałowska et al. (2015), por exemplo, avaliaram o uso de E. coli 





fermentação em batelada. Neste caso, o fator limitante seria a remoção do meio de 
crescimento, evitando assim o acúmulo de metabólitos (acetato, e outros) que podem inibir 
o crescimento da E. coli. 
Poucos estudos utilizaram cultivos mistos, ou condições de não esterilidade. Gallardo 
et al. (2014) obtiveram o rendimento máximo de 0,52 mol 1,3-PDO/mol glicerol ao operar 
reator EGSB inoculado com lodo granular obtido a partir de um reator UASB usado para o 
tratamento de águas residuárias de cervejaria. Selembo et al. (2009) alcançaram 0,69 mol 
1,3-PDO/mol glicerol e 0,28 mol H2/mol glicerol usando culturas mistas (a partir de solos, 
adubo e lodo anaeróbio); entretanto, neste último estudo, o inóculo utilizado foi pré-
aquecido, o que favorece a predominância de espécies de Clostridium, conhecidas 
produtoras de 1,3-PDO (BIEBL et al., 1999). Kivistö et al. (2013) relataram valor igual a 
0,66 mol 1,3-PDO/mol glicerol ao trabalhar com cultivos não estéreis de Halanaerobium 
saccharolyticum (bactéria halofílica) e Clostridium butyricum; porém, estes autores 
forneceram vitamina B12 (500 µg/L) durante todo o processo de fermentação, favorecendo 
assim, a rota metabólica para produção de 1,3-PDO por estes micro-organismos. Porém, 
esta prática geraria altos custos de produção caso fosse adotada em maior escala. 
A diversidade de produtos finais gerada durante o processo de fermentação de 
glicerol está diretamente relacionada com a flexibilidade metabólica da biomassa. A 
fermentação de glicerol por enterobactérias resulta comumente na acumulação de dois 
produtos principais, 1,3-PDO e acetato, enquanto que os produtos secundários (lactato, 
formato, succinato e etanol) são produzidos diferencialmente de acordo com as condições 
de cultivo. Quando a fermentação do glicerol se dá por C. butyricum, são produzidos 1,3-
PDO como composto principal, dois ácidos (butirato e acetato) como produtos secundários 
e CO2 e H2 como produtos gasosos (BARBIRATO et al., 1998). No presente estudo, foi 
gerado 1,3-PDO como principal subproduto, e propionato e acetato como principais 
produtos secundários, seguidos de discretas quantidades de butirato, etanol e butanol. 
Apesar do rendimento médio de 1,3-PDO de 0,35 mol/mol glicerol relatado aqui, a 
produção de 1,3-PDO por culturas mistas se mostra vantajosa, uma vez que a fermentação 
em condições de não esterilidade representa uma potencial redução de custos 
(GALLARDO et al., 2014). Entretanto, estudos complementares são necessários, 
buscando-se aprimorar as condições operacionais que conduzam a maiores rendimentos 







4.3.3 Ecologia microbiana e estrutura do lodo granular 
 
Na análise da estrutura do lodo granular, feita por MEV, foi possível observar células 
em formas, especialmente, de bacilo e filamento. Na Figura 4.4, pode-se observar a 
estrutura de grânulos inteiros na primeira coluna; de grânulos cortados, para verificação da 
estrutura interna, na segunda coluna; e, na terceira coluna, detalhes dos cortes. As Fig. 4.4a 
e 4.4b ilustram amostras do inóculo. As Fig. 4.4c a 4.4e e 4.4f a 4.4h correspondem aos 
grânulos amostrados no R1 e no R2, no final da Fase 3, respectivamente. As Figuras 4.4i a 
4.4k e 4.4l a 4.4n correspondem, respectivamente, aos grânulos amostrados no R1 e no R2, 
no final da Fase 4. 
Nota-se, pela análise das Figuras 4.4k e 4.4n a ocorrência, no interior dos grânulos 
correspondentes ao final da Fase 4, de células alongadas com as extremidades rompidas, o 
que indica que estão mortas, e que conservam-se apenas as paredes celulares. Dada a 
morfologia das mesmas, sugere-se que se trata de Methanosaeta, muito abundantes no lodo 
granular metanogênico, mas que ao estar submetidas a condições não metanogênicas 
acabam morrendo. Segundo Díaz et al. (2006), micro-organismos filamentosos como 
Methanosaeta são responsáveis pela ocorrência de áreas vazias e canais que penetram o 
interior dos grânulos mais antigos presentes num reator em operação. Ainda de acordo com 
estes autores, lodos granulares metanogênicos possuem três estágios de maturação dos 
grânulos: grânulos pretos, cinzas e marrons. Neste último caso, os grânulos correspondem 
a grânulos velhos. No presente estudo, observou-se a ocorrência de muitos grânulos 
marrons, de formato alongado e macio, os quais apresentavam, em especial ao final da 







Figura 4.4 – Estruturas do lodo granular do inóculo e ao final das Fases 3 e 4 de operação 
dos reatores 1 (R1) e 2 (R2) analisadas por microscopia eletrônica de varredura. a, c, f, i, l: 
grânulo inteiro; b, d, g, j, m: corte longitudinal; e, h, k, n: detalhes do grânulo cortado 
 
 
A Figura 4.5a mostra em detalhes os prováveis filamentos de Methanosaeta mortos. 
Por outro lado, na Fig. 4.5b é possível observar uma alta diversidade de células com forma 








Figura 4.5 – Morfologias microbianas do lodo granular ao final da Fase 4 de operação dos 
reatores 1 (R1) e 2 (R2) analisadas por microscopia eletrônica de varredura. a: filamentos 
com extremidades rompidas com forma similar à Methanosaeta (escala: 5 µm); b: 
diversidade de células possivelmente adaptadas às condições de operação (escala: 10 µm) 
 
 
As análises de PCR/DGGE sugerem uma baixa diversidade bacteriana, mesmo no 
inóculo, uma vez que ao iniciar a operação dos reatores, apenas 4 bandas foram detectadas 
(Figura 4.6A - 1). A banda b foi relacionada, com 95% de similaridade, a Syntrophobacter 
sp. não cultivado. Tang et al. (2015) relatam em seu artigo de revisão a presença de 
espécies relacionadas a Syntrophobacter em comunidades microbianas de reatores CSTR 
voltados para produção de metano. Espécies relacionadas a este gênero são oxidadoras de 
proprionato (formando acetato e CO2), e seu crescimento ocorre por metabolismo 
sintrófico com micro-organismos consumidores de H2 e/ou ácido fórmico; ou utilizando 
sulfato como aceptor de elétrons (GARRITY, 2005). A banda d, por sua vez, foi 
relacionada com 99% de similaridade a uma bactéria da família Nitrospiraceae não 
cultivada (NCBI KJ127962), cuja sequência foi obtida a partir de amostras de lodo de uma 
máquina de papel na China. Dado que a família Nitrospiraceae inclui os gêneros 
Nitrospira, Leptospirillum, Magnetobacterium e Thermodesulfovibrio, cuja presença não é 
esperada em um lodo granular metanogênico, pode-se pensar que se trate de um novo 
gênero não descrito, mas que deve desempenhar um papel metabólico importante no lodo 
anaeróbico. 
A comunidade bacteriana dos reatores 1 e 2 ao final da Fase 3 são representadas 
pelas bandas e, f, g (R1), e h e i (R2), respectivamente. Nesta fase, todos os micro-
organismos sequenciados correspondem ao gênero Pseudomonas: Pseudomonas sp. (banda 
e), P. veronii (banda f), e P. fluorescens (bandas g, h, i). O gênero Pseudomonas 
compreende espécies capazes de utilizar uma ampla variedade de compostos orgânicos e 





versatilidade metabólica e sua capacidade de se adaptar às condições adversas 
(DWORKIN, 2006). As bandas j e l representam a comunidade de bactérias no R1, e as 
bandas m e n representam a comunidade bacteriana no R2 ao final da operação dos 
reatores (final da Fase 4). Nota-se que para cada condição operacional a estrutura da 
comunidade microbiana dos reatores apresenta um padrão diferenciado. 
 
Figura 4.6 – Geis de DGGE para as comunidades de Bacteria (A) e Archaea (B) ao longo 
da operação dos reatores UASB 1 e 2. 1: inóculo, 2: amostra referente ao reator 1 no final 
da Fase 3 de operação, 3: amostra referente ao reator 2 no final da Fase 3 de operação, 4: 
amostra referente ao reator 1 no final da Fase 4 de operação, 5: amostra referente ao reator 
2 no final da Fase 4 de operação, a, ..., r: bandas cortadas para posterior sequenciamento. 
 
 
No que se refere à comunidade de arqueias, ainda que o lodo granular utilizado como 
inóculo apresente uma alta diversidade, como era de se esperar de um lodo metanogênico 
(Figura 4.6B - 1), com duas bandas correspondentes a Methanobacterium (bandas p e q) e 
uma banda intensa correspondente a Methanosaeta concilii (banda o), após mais de 100 
dias de operação em condições desfavoráveis para as arqueias metanogênicas, a presença 
das mesmas foi praticamente indetectável. As espécies de Methanobacterium crescem 
utilizando H2 + CO2 como substrato para metanogênese, e variam amplamente em 
comprimento, sendo comuns as formas filamentosas. O gênero Methanosaeta inclui células 
em forma de bastonetes que utilizam apenas acetato como um substrato para a 
metanogênese (DWORKIN, 2006). Apenas ao final da Fase 4, no R1, observou-se a 







A produção contínua de 1,3-PDO a partir de glicerol em reatores UASB por culturas 
mistas é viável. 
O rendimento de 0,3 a 0,8 mol 1,3-PDO/mol glicerol é similar aos valores relatados 
na literatura; no entanto, conforme já ressaltado por Gallardo et al. (2014), por manter 
condição operacional de não esterilidade, favorece a diminuição significativa dos custos 
finais da indústria de biodiesel. 
O hidrogênio e metano produzidos permaneceram baixos durante a operação dos 
reatores. 
As análises de microscopia eletrônica de varredura apresentaram morfologias 
distintas presentes no lodo granular dos reatores UASB. 
Os géis de DGGE demonstram uma baixa diversidade de micro-organismos nos 
reatores. As condições restritivas impostas durante a operação dos reatores, tais como a 








Capítulo 5 – Conclusão geral 
 
A partir da revisão de literatura é possível concluir que: 
- Existem vários métodos viáveis voltados para minimizar o acúmulo exagerado do 
glicerol bruto. 
- A maioria dos estudos envolvendo a produção de biogás utiliza o glicerol co-
digerido com outras fontes de substrato: lodo de esgoto, resíduos urbanos, sub-
produtos agro-industriais e biomassa de microalgas são alguns exemplos. 
- A maioria dos estudos voltados para a produção de compostos com valor 
econômico agregado a partir da fermentação anaeróbia do glicerol envolve o uso de 
cultivos puros. 
A partir dos resultados obtidos na primeira etapa do presente trabalho conclui-se que: 
- O glicerol bruto proveniente da produção de biodiesel pode ser degradado 
eficientemente através de digestão anaeróbia, alcançando altos rendimentos de 
metano. 
- É importante que a carga orgânica do reator seja cuidadosamente regulada de forma 
a evitar a sobrecarga do sistema e perda de eficiência. 
- As comunidades microbianas de bactérias e arqueias de um reator operado em 
condições metanogênicas alimentado com glicerol bruto se mantem estáveis.  
Dos resultados obtidos na segunda etapa do presente trabalho, pode-se concluir que: 
- A produção contínua de 1,3-PDO a partir de glicerol em reatores UASB com lodo 
granular é viável. 
- A operação dos reatores em condições de não esterilidade, utilizando como inoculo 
cultivos mistos complexos, pode promover uma redução significativa dos custos 
finais da indústria de biodiesel. 
- Durante a fermentação do glicerol em reatores operando em condições não 
metanogênicas (pH baixo), a produção de hidrogênio e metano é muito baixa. 
- A análise de microscopia eletrônica de varredura mostra diferentes morfologias 
presentes nos lodos granulares dos reatores UASB. 
- As condições restritivas impostas durante a operação dos reatores levou à morte das 
arqueias metanogênicas presentes no inóculo. 
- Para elucidar as comunidades microbianas envolvidas no tratamento anaeróbio de 





RESUMEN EXTENSO EN CASTELLANO 
1. Introducción 
El glicerol, glicerina o 1,2,3-propanotriol, es un líquido viscoso incoloro, inodoro, de 
sabor dulce, derivado de materias primas naturales o petroquímicas. Se genera en grandes 
cantidades, a partir de proceso de trans-esterificación de grasas animales o aceites 
vegetales, como subproducto de la producción de biodiesel, siendo llamado glicerol crudo. 
En 2014, la capacidad estimada de producción europea fue de 23 millones de toneladas de 
biodiesel (EBB, 2015). En Brasil, uno de los mayores productores y consumidores de 
biodiesel en el mundo, la producción anual en 2013 fue de 2,9 billones de litros, si bien  el 
país tiene una capacidad instalada para producir aproximadamente 7,9 billones de litros 
(BRASIL, 2015). 
Puesto que el glicerol crudo se genera de forma continua por la industria del 
biodiesel (10% p/p), existe la necesidad urgente de nuevas tecnologías comerciales para 
absorber el volumen excesivo, ya que la purificación para su uso por las industrias - 
farmacéutica, cosmética, alimentos, etc. - es un proceso costoso. Se han investigado 
diferentes métodos de eliminación y uso de glicerol crudo, como son combustión, 
compostaje, nutrición animal o conversiones termoquímica y biológica. En este último 
caso, el glicerol crudo es utilizado como un sustrato para la producción de energía (biogás) 
mediante digestión anaerobia, o para la producción de productos con valor económico 
añadido a través del proceso de fermentación anaerobia. 
Las investigaciones más recientes relativas a la producción de metano (biogás) a 
partir de glicerol crudo implican la co-digestión del glicerol con otros residuos: lodos de 
depuradora (NGHIEM et al., 2014; ATHANASOULIA et al., 2014);  residuos sólidos 
urbanos y subproductos agroindustriales (FOUNTOULAKIS & MANIOS, 2009); o  con 
biomasa de microalgas (SANTOS-BALLARDO et al., 2015). Cuando el glicerol crudo es 
la única fuente de carbono, la aplicación de la carga orgánica en general está limitada por 
las sales acumuladas en los sistemas anaerobios. Metanol y sales de calcio, magnesio y 
fósforo son los principales compuestos inhibidores que se encuentran en el glicerol crudo 
(CASTRILLÓN et al., 2011; JENSEN et al., 2014). 
Hay varios productos que se pueden obtener a partir del glicerol en los procesos de 
fermentación, tales como ácidos succínico, láctico o propiónico, etanol, 1,3-propanodiol 
(1,3-PDO) e hidrógeno (H2) (CARVALHO et al., 2014; MURAMAKI et al., 2015; 
DISHISHA et al., 2015; SUZUKI et al., 2014; DURGAPAL et al., 2014; CHOOKAEW et 





recibido mucha atención debido a que es un proceso más simple, sin productos intermedios 
tóxicos y con bajo contenido en impurezas en comparación con 1,3-PDO sintetizado 
químicamente (da SILVA et al., 2014b), además de ser altamente específica para la 
fermentación de glicerol (DECKWER, 1995). La producción biológica de H2 a partir de 
glicerol ha sido propuesta como la solución más sostenible y aceptable desde el punto de 
vista económico y ambiental (BALAT & KIRTAY, 2010). Sin embargo, en la mayoría de 
los estudios recientes relativos a la producción de 1,3-PDO y H2 a partir de glicerol se 
utilizan cultivos puros. Rossi et al. (2013) investigaran la bioconversión de glicerol crudo 
en 1,3-PDO usando Klebsiella pneumoniae, alcanzando un rendimiento máximo de 0,46 
mol 1,3-PDO/mol glicerol en condiciones controladas de pH (pH 7,0). En el estudio de 
Jolly et al. (2014), los rendimientos de 1,3-PDO obtenidos se acercaron al valor teórico (1 
mol/mol glicerol consumido) utilizando Lactobacillus reuteri. En la producción de H2, Lo 
et al. (2013) lograron 0,77 mol H2/mol glicerol tras operar un reactor CSTR usando 
Clostridium pasteurianum y glicerol crudo como sustrato. 
Hay pocos trabajos publicados en los que se haya estudiado la conversión de glicerol 
a 1,3-PDO o H2 utilizando cultivos mixtos (SEIFERT et al., 2009; SELEMBO et al., 2009; 
SITTIJUNDA & REUNGSANG, 2012; KIVISTÖ et al., 2013; LIU et al., 2013). El uso de 
cultivos mixtos puede representar un ahorro debido a la posibilidad de utilizar medios 
minerales de menor complejidad y por el hecho de trabajar en condiciones no estériles 
(GALLARDO et al., 2014; de SOUZA et al., 2014; SHARMA et al., 2011). 
Teniendo en cuenta lo anterior, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar el uso 
de glicerol mediante procesos anaeróbicos para generar subproductos con valor agregado, 
utilizando como inóculo cultivos mixtos complejos procedentes de depuradoras. El estudio 
se dividió en dos etapas. La primera etapa del trabajo fue evaluar la aplicación de glicerol 
crudo generado en la producción de biodiesel a partir de aceite de semilla de algodón como 
sustrato directo en un reactor UASB para la producción de biogás. Eso es porque el aceite 
de algodón es la tercera materia prima más importante y más barata para la producción de 
biodiesel en Brasil (de SOUZA & SILVEIRA, 2011) y representa una oportunidad de 
negocio (ingreso de los pequeños productores en el mercado de la energía renovable) y de 
inclusión social de los pequeños productores de algodón de la región Nordeste del país 
(FERREIRA, 2011). 
En la segunda etapa del trabajo fueron evaluadas 13 variables, utilizando el diseño 
multifactorial de Plackett-Burman, para definir la composición adecuada del medio de 





evaluar un gran número de factores con un número mínimo de pruebas e identificar qué 
factores son los más importantes para el proceso (MASON et al., 2003). Posteriormente, 
un análisis de la varianza (ANOVA) y una análisis de significación de Fisher (F) 
determinan si el modelo es estadísticamente significativo (ERIKSSON et al., 2008). 
Posteriormente, se operaron dos reactores UASB utilizando glicerol analítico como 
sustrato con el fin de adaptar la biomasa (lodo granular) a la fermentación anaerobia de 
glicerol y obtener las condiciones de funcionamiento ideales para alcanzar rendimientos 
máximos de los productos deseados. En ambas etapas se utilizaron técnicas de biología 
molecular para evaluar la diversidad microbiana durante las fases operacionales de los 
biorreactores operados. 
 
2. Materiales e métodos 
2.1 Etapa 1 
2.1.1 Caracterización del glicerol crudo 
El glicerol crudo utilizado en la primera etapa del estudio se obtuvo de una planta 
(escala piloto) que produce biodiesel mediante el proceso de trans-esterificación de aceite 
de semilla de algodón con hidróxido de sodio como catalizador. Los valores medios de 
caracterización del glicerol crudo fueron: 1636 g/L de DQO, 448,3 mg/L de carbono 
orgánico total, pH 9,7, densidad de 1050 kg/m³, 31,6 g/L de sodio, 2,0 g/L de potasio, 2,9 
g/L de magnesio y 6,5 g/L de calcio. 
 
2.1.2 Operación del reactor UASB 
Un reactor UASB (escala de laboratorio) fue operado en temperatura ambiente 
(26,5±1,5 ºC) medida en el efluente del reactor durante el período experimental (280 días). 
El reactor estaba hecho de acrílico (diámetro 95 mm y altura 1,0 m) y tenía un volumen de 
trabajo total de 7,0 L. El reactor UASB se llenó con aproximadamente 2,5 L de inóculo 
(lodo floculento tratando aguas residuales domesticas), correspondiente a 33,7 g SSV/L. La 
actividad metanogénica específica máxima fue de 0,18 g DQO-CH4/SSV·d. El glicerol 
bruto se diluyó en una solución influente para proporcionar concentraciones de DQO de 
0,5 a 8,0 g/L (que corresponde cargas orgánicas volumétricas aplicadas (COV) de 0,50 a 
8,06 kg DQO/m³·d, respectivamente). Esta solución contenía los siguientes 
macronutrientes (en g/L): 0,28 NH4Cl, 0,252 K2HPO4, 0,1 MgSO4·7H2O, 0,007 CaCl2, 
extracto de levadura 0,1 y 1 ml/L de solución de micronutrientes. Esta solución de 





ZnCl2, 0,5 MnCl2·4H2O, 0,142 NiCl2·6H2O, 0,05 H3BO3, 0,038 CuCl2·2H2O, 2,0 




Las determinaciones analíticas se realizaron de acuerdo con Standard Methods for 
the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012). La eficiencia de eliminación de 
la DQO se basó en la DQO afluente bruta y la DQO efluente soluble (en filtro de 1,2 µm 
de fibra de vidrio). Los ácidos grasos volátiles (AGV) se cuantificaron utilizando un 
cromatógrafo de gases Agilent 7890A con una columna Thermo Scientific™ TRACE™ 
TR-WAX  (30m x 0,25 mm × 0,25 mm) con un detector de ionización de llama (FID). Las 
concentraciones de cloruro y de cationes (sodio, potasio, magnesio, calcio y amonio) se 
determinaron utilizando la cromatografía de iones Thermo Scientific™ Dionex™ (modelos 
ICS-2100 y ICS 1100, respectivamente). La detección se realizó mediante la supresión del 
detector de conductividad. Mediciones de biogás se realizaron con Ritter Miligasmeters, 
modelo MGC-1 V3.1 PMMA (Alemania). Para controlar la presión del gas en el espacio 
superior del reactor y para eliminar el CO2 a partir del biogás, un sello de agua con 10% 
(p/p) de hidróxido sódico fue instalado antes del medidor de gas. 
 
2.1.4 Análisis de biología molecular 
Las muestras para análisis de  ADNr 16S se tomaron del inóculo y de muestras de los 
días 106, 138, 155, 211 y 240 de experimento. Para el análisis del ADN genómico total de 
las muestras se tomaron 0,5 g de lodo centrifugados previamente usando el kit comercial 
PowerSoil
TM
 DNA Isolation (Mobio Laboratories, California, USA). La reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) se realizó tras desnaturalización del ADN a 94 ºC por 4 
min, seguidos por 34 ciclos de 94 °C por 30 s, 48 °C por 30 s (Bacteria) o 55 ºC 
(Archaea), 68 °C por 1 min, y una extensión final a 68 °C por 5 min. Los cebadores 
universales para el dominio Bacteria fueron 968F-GC y 1392R (NIELSEN et al., 1999). 
Los cebadores universales para el dominio Archaea fueron 1100F-GC y 1400R (KUDO et 
al., 1997). Los productos de PCR se separaron por electroforesis en gel de gradiente 
desnaturalizante (DGGE) de acuerdo con Muyzer et al. (1993) utilizando gradientes 
desnaturalizantes de formamida-urea que van desde 45% a 65%. La electroforesis se 
realizó a 220 V durante 4,5 h en equipo D-Code (Bio-Rad Laboratories, California, USA). 






2.2 Etapa 2 
2.2.1 Inóculo y optimización del medio de cultivo 
Para la segunda etapa del estudio, se obtuvieron muestras de lodo granulare (59 g 
SSV/L) de un reactor UASB de cervecera (Mahou-San Miguel SA, España). La 
composición del medio para la degradación de glicerol y la producción de 1,3-PDO y H2 
fue investigada por un diseño de Plackett-Burman. 13 factores fueron considerados en dos 
niveles (-1 para bajo y +1 para alto): glicerol, pH, extracto de levadura, triptona, peptona, 
K2HPO4, KH2PO4, (NH4)2SO4, NH4Cl, MgSO4, FeSO4, CaCl2 y choque térmico como pre-
tratamiento del lodo. Glicerol 85% (Merck, Alemania) fue utilizado como sustrato. El 
choque térmico se hizo calentando el lodo en baño de agua hirviendo durante 15 min, y 
después se enfrió antes de la inoculación. 
 
2.2.2. Reactores UASB 
Dos reactores UASB (R1 y R2) a escala de laboratorio fueron operados en 
condiciones mesófilas (≅30 ºC). Los reactores eran de acrílico y tenían un volumen total 
de 5,4 L. El flujo de entrada se controló mediante una bomba peristáltica y el tiempo medio 
de retención hidráulica era 20 h. La carga de glicerol fue aumentada gradualmente (desde 5 
hasta 15 g glicerol/L·d) hasta alcanzar la carga orgánica de glicerol (CO-G) máxima 
admisible. La solución afluente consistió en una solución diluida de glicerol con macro y 
micronutrientes. Para reducir los costos de operación es conveniente no agregar 
suplementos. Por lo tanto, el funcionamiento del reactor se llevó a cabo primero utilizando 
un medio mineral simple basado en Varrone et al. (2013), modificado (0,1 g/L extracto de 
levadura) (Medio 1). El pH del afluente fue inicialmente de 6,8 (R1) y 5,5 (R2). Después 
de 83 días de operación de los reactores, el medio mineral fue sustituido por el medio 
siguiente (g/l): 0,28 NH4Cl, 0,25 K2HPO4·3H2O, 0,328 KH2PO4, 0,1 MgSO4·7H2O, 0,01 
CaCl2·H2O, 0,1 extracto de levadura y 1 ml/L de solución de micronutrientes (Medio 2). A 
partir del día 103, 0,3 g NaHCO3/g DQO fueran añadidos en los reactores. 
 
2.2.3 Análisis 
La producción de gases se midió mediante gasómetros Schlumberger y Ritter. Las 
concentraciones de CO2 y H2 se determinaron por cromatografía de gases (Bruker 450-GC) 
con un detector de conductividad térmica, y la concentración de CH4 se determinó con un 





sistema de HPLC (Agilent 1260 Infinity Technologies) con un detector de índice de 
refracción. Los SSV y la determinación de DQO se realizaron de acuerdo con Standard 
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012). El diseño Plackett-
Burman y los análisis estadísticos se realizaron con el software Design Expert®, versión 6 
(DX6). 
 
2.2.4 Análisis de ecología de microorganismos 
Se analizaron muestras de lodo granular del inóculo y de los reactores UASB en un 
microscopio electrónico de barrido (MEB) y mediante PCR/DGGE. Para la amplificación 
del fragmento ADNr 16S y posterior análisis por DGGE, se utilizaron los conjuntos de 
cebadores 341F-GC y 907R (MUYZER et al., 1981; CHAN et al., 2001), para el dominio 
Bacteria, y 622F-GC y 1100R (CHAN et al., 2001; LANE, 1991), para el dominio 
Archaea. La DGGE se realizó a un voltaje de 240 V durante 4 h a 60 °C. Las bandas de 
DGGE fueron extraídas, re-amplificadas por PCR, purificadas con polietilenglicol (10 g 
PEG6000 en 50 ml 2,5M NaCl) y se secuenció por el servicio de secuenciación del Centro 
de Astrobiología - INTA-CSIC (Madrid). Las secuencias se analizaron mediante la base de 
datos NCBI (National Center for Biotechnology Information) y la herramienta BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool), disponible en la página web 
<http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi>. 
 
3. Resultados y discusión 
3.1 Etapa 1 
 3.1.1 Desempeño del reactor UASB 
Durante la operación del reactor UASB pueden distinguirse seis etapas en las que la 
COV fue gradualmente aumentada desde 0,50 kg DQO/m³·d (Etapa I) hasta 8,06 kg 
DQO/m³·d (Etapa VI), con una eficiencia media de remocion de DQO igual a 89%. 
Durante la Etapa I, el objetivo era adaptar la biomasa al medio con glicerol crudo. En 
esta etapa, la eficiencia media de remoción de DQO del reactor UASB fue del 86%. En las 
Etapas II y III, las eficiencias de remoción de DQO alcanzaron 90% y 92%, 
respectivamente, cuando la COV se aumentó hasta 2,65 kg DQO/m³·d. En la Etapa IV 
(5,72 kg DQO/m³·d) el reactor tuvo un rendimiento inestable, posiblemente debido a una 
acumulación de AGV causada por baja alcalinidad (de menos de 1000 mg/L). Para evitar 
problemas de operación, la COV se redujo intencionalmente a 4,09 kg DQO/m³·d en la 





tamponamento. Finalmente, después de 205 días de funcionamiento, la COV se aumentó a 
8,06 kg DQO/m³·d (etapa VI). En este paso, el reactor alcanzó el valor máximo de COV, y 
una alta eficiencia de remoción de DQO (92%). 
Al comparar la remoción de DQO y la COV aplicada durante el período del presente 
estudio con trabajos previos similares, se pueden considerar los resultados de esa 
investigacion un éxito, sobre todo si se tiene en cuenta el uso del glicerol crudo. Vlassis et 
al. (2012) no lograron operar con una COV mayor que 0,25 kg DQO/m³·d. La COV 
máxima estudiada por Yang et al. (2008) fue de 0,70 kg DQO/m³·d. Esos autores 
obtuvieron eficiencia de remoción de DQO de 73,8%, con una producción máxima de 
metano de aproximadamente 73,8%, lo que equivale aproximadamente a 0,4 L CH4/g 
DQO. Kolesárová et al. (2011) relataron de flotación de lodos, la formación de espuma y 
concentraciones de DQO y AGV efluentes aumentadas. La COV máxima de su estudio fue 
igual a 2,17 kg DQO/m³·d. 
 
 3.1.2 Ecología de microorganismos 
El perfil de las bandas del gel de DGGE relativas al dominio Bacteria sugirió pocos 
cambios en la comunidad bacteriana durante el funcionamiento del reactor. Aparecen 
muchas bandas comunes a diferentes puntos de muestreo y diferentes días de operación. 
Esto indica (i) una buena mezcla dentro del reactor, una vez que el patrón es muy 
semejante en los tres puntos de muestreo; (ii) ya a los 106 días de operación del reactor, los 
microorganismos se mostraron adaptados. 
En cuanto a la comunidad de arqueas, parece que no hay cambio en la diversidad 
desde la inoculación hasta el final de la operación del reactor UASB, excepto por una 
nueva banda que aparece en la Etapa III y llega a la máxima intensidad en la Etapa IV. Sin 
embargo, cuando se recuperó el reactor, esta banda disminuye su intensidad, y puede ser 
relacionada con arqueas adaptadas a altas concentraciones de AGV. Un buen candidato 
sería Methanosarcina cuya constante cinética (menor afinidad por el acetato pero mayor 
velocidad máxima de crecimiento) hace que este microorganismo predomine sobre 
Methanosaeta, otra metanogénica acetoclástica que es dominante en el lodo granular de un 
reactor que funciona correctamente, es decir, donde las concentraciones de AGV si 








3.2 Etapa 2 
3.2.1 Optimización del medio para la producción de 1,3-PDO y H2 
El análisis de varianza mostró que el modelo para la producción de 1,3-PDO fue 
significativo (p = 0,0127). El coeficiente de determinación (R²) fue igual a 0,94. Las 
variables extracto de levadura, MgSO4, y choque térmico mostraron efectos positivos sobre 
el rendimiento de 1,3-PDO, lo que significa que la influencia de estos factores es mayor 
cuando están en sus niveles más altos (+1). Por otro lado, la concentración de glicerol, 
triptona y CaCl2  parecen tener efectos negativos, es decir, tienen una mayor influencia en 
el rendimiento de 1,3-PDO cuando están en sus niveles más bajos (-1). El hecho de que la 
concentración de glicerol presentase un efecto adverso en el rendimiento de 1,3-PDO 
sugirió que el inóculo debería adaptarse al glicerol como sustrato. Y así se decidió operar 
dos reactores UASB (R1 y R2). 
En cuanto al rendimiento de H2, el modelo no fue significativa (p = 0,62).  
 
3.2.2. Desempeño de los UASB 
Para inhibir la actividad metanogénica de uno de los reactores (R2), se utilizó un pH 
inicial ácido (5,5), ya que los reactores del experimento de Plackett-Burman demostraran 
que, a pesar del tratamiento de choque térmico del lodo, se generaba metano al cabo de 5 
días. 
En la Fase 1, el glicerol (gli) se incrementó de 5 a 15 g gli/L·d (CO-G), lo que llevó a 
una drástica caída en los rendimientos. Después de 30 días de operación (Fase 2), la CO-G 
se ajustó a 8 g gli/L·d, y se añadió una solución de micronutrientes al Medio 1 utilizado 
desde la fase anterior. Como consecuencia, aumentó la eliminación de glicerol con el 
tiempo en R2. Estos cambios condujeran a un incremento en el rendimiento de propionato 
y una disminución del de 1,3-PDO (en media, 0,3 mol 1,3PDO/mol gli en ambos 
reactores). 
En el día 83, el medio utilizado fue sustituido por el Medio 2 (Fase 3). Estos cambios 
condujeron a una disminución en el rendimiento de propionato (< 0,15 mol propionato/mol 
gli) y a un aumento en el rendimiento de 1,3-PDO (0,51 y 0,44 mol 1,3-PDO/mol gli para 
R1 y R2, respectivamente). 
El pH medio efluente entre las fases 1 y 3 fue de 3,9 (R1) y 3,6 (R2), mientras que el 
pH ideal para los microorganismos productores de 1,3-PDO está entre 5,5 y 7,0 (SAXENA 
et al., 2009). Así, en la Fase 4, se añadió NaHCO3 al medio mineral con el fin de aumentar 





al 90% en ambos reactores, siendo el 1,3-PDO el producto mayoritario. En ambos 
reactores se alcazó un rendimiento máximo de 1,3-PDO de 0,8 mol 1,3-PDO/mol gli. Por 
otro lado, la producción de H2 disminuyó, en comparación con las etapas previas de 
operación. Además, pequeñas cantidades de etanol (0,01-0,07 para R1 y 0,01-0,05 mol/mol 
gli para R2) fueron detectadas. 
En este estudio, el rendimiento medio de 1,3-PDO fue de 0,35 mol/mol glicerol. 
Estudios previos utilizando cultivos puros en ensayos discontinuos (batch) lograran 
resultados similares. Durgapal et al. (2014) obtuvieron un rendimiento de 0,42 mol 1,3-
PDO/mol gli utilizando K. pneumoniae. Metsoviti et al. (2013) obtuvieran rendimientos de 
aproximadamente 0,48 mol 1,3-PDO/mol gli usando Citrobacter freundii. Przystałowska et 
al. (2015) evaluaran el uso de E. coli recombinante, llegando a 0,4 mol 1,3-PDO/mol gli. 
En este caso, el factor limitante es la eliminación del medio de crecimiento, evitando así la 
acumulación de metabolitos (acetato, y otros) que pueden inhibir el crecimiento de E. coli. 
Pocos estudios han sido realizados empleando cultivos mixtos o condiciones de no 
esterilidad. Selembo et al. (2009) llegaran a 0,69 mol 1,3-PDO/mol gli y 0,28 mol H2/mol 
gli utilizando cultivos mixtos (de suelo, de fertilizante y de lodo anaerobio). Gallardo et al. 
(2014) obtuvieron rendimiento máximo de 0,52 mol 1,3-PDO/mol gli cuando con un 
reactor EGSB inoculado con lodo granular obtenido de un reactor UASB utilizado para el 
tratamiento de aguas residuales de cervecera. 
 
3.2.3 Ecología de microorganismos 
El análisis de MEB demostró la presencia de microorganismos filamentosos 
similares a Methanosaeta, muy abundantes en el lodo granular metanogénico (DÍAZ et al., 
2006), pero que al estar sometidos a condiciones no metanogénicas acaban por morir (se 
observan las cubiertas celulares rotas). Las demás células presentes tenían forma de cocos, 
cocobacilos y bacilos que son, hipotéticamente, las adaptadas a las condiciones 
operacionales impuestas. Los análisis de DGGE sugieren una baja diversidad bacteriana en 
el inoculo, con bandas relacionadas a Syntrophobacter (organismo oxidador de propionato) 
y una bacteria de la familia Nitrospiraceae. Con respecto a la comunidad de arqueas, 
aunque el lodo granular utilizado como inoculo presente una alta diversidad, siendo 
diferentes especies de Methanobacterium y Methanosaeta concilli las arqueas dominantes, 
como es de esperar de un lodo metanogénico, después de más de 100 días de operación en 
condiciones desfavorables para arqueas metanogénicas, la presencia de las mismas era 






A partir de nuestros datos, se puede concluir que: 
- El glicerol crudo generado en la producción de biodiesel puede ser degradado 
eficientemente mediante digestión anaerobia, alcanzándose altos rendimientos en 
metano. 
- Es importante que la carga orgánica del reactor sea regulada cuidadosamente con el fin 
de proporcionar la suficiente alcalinidad para evitar la sobrecarga del sistema, la 
formación de espumas o la flotación de la biomasa, con la consiguiente reducción de la 
eficiencia de remoción de DQO. 
- Las comunidades microbianas de bacterias y arqueas de un reactor operado en 
condiciones metanogénicas alimentado con glicerol crudo se mantienen estables. 
- La producción continua de 1,3-PDO a partir de glicerol en reactores UASB con lodo 
granular es factible. 
- La operación los reactores en condiciones de no esterilidad, utilizando como inóculo 
cultivos mixtos complejos, puede promover una reducción significativa de los costes 
finales de la industria de biodiesel. 
- Durante la fermentación del glicerol en reactores operando en condiciones no 
metanogénicas (bajo pH) la producción de hidrógeno y metano es muy baja.  
- El análisis de microscopía electrónica de barrido muestra diferentes morfologías 
presentes en los lodos granulares de los reactores UASB. 
- Las condiciones restrictivas impuestas durante el funcionamiento de los reactores, 
como la alimentación exclusiva con glicerol y el bajo pH, conducen a la muerte de las 
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Tabela A1.1 – Matriz do delineamento experimental de Plackett-Burman para avaliação dos fatores significativos (X1 a X13) e valores médios das 
















































1 40 5 5 5 0 1 1 1 5 0 5 0 com 0,000 0,030 
2 40 8 0 5 5 1 1 1 0 0,4 0 5 sem 0,000 0,025 
3 5 8 5 0 5 7 1 1 0 0 5 0 com 0,326 0,054 
4 5 5 5 5 0 7 5 1 0 0 0 5 sem 0,000 0,392 
5 40 5 0 5 5 1 5 2 0 0 0 0 com 0,059 0,015 
6 40 8 0 0 5 7 1 2 5 0 0 0 sem 0,000 0,053 
7 40 8 5 0 0 7 5 1 5 0,4 0 0 sem 0,068 0,293 
8 40 8 5 5 0 1 5 2 0 0,4 5 0 sem 0,000 0,023 
9 5 8 5 5 5 1 1 2 5 0 5 5 sem 0,000 1,087 
10 40 5 5 5 5 7 1 1 5 0,4 0 5 com 0,019 0,101 
11 5 8 0 5 5 7 5 1 0 0,4 5 0 com 0,311 0,096 
12 40 5 5 0 5 7 5 2 0 0 5 5 sem 0,000 0,005 
13 5 8 0 5 0 7 5 2 5 0 0 5 com 0,011 0,041 
14 5 5 5 0 5 1 5 2 5 0,4 0 0 com 0,504 0,019 
15 5 5 0 5 0 7 1 2 5 0,4 5 0 sem 0,000 0,240 
16 5 5 0 0 5 1 5 1 5 0,4 5 5 sem 0,000 0,038 
17 40 5 0 0 0 7 1 2 0 0,4 5 5 com 0,000 0,074 
18 40 8 0 0 0 1 5 1 5 0 5 5 com 0,000 0,038 
19 5 8 5 0 0 1 1 2 0 0,4 0 5 com 0,422 0,055 
20 5 5 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 sem 0,000 0,214 
 
